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Uber Phosphatase 
Von 
Paul Ohimeyer 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juni 1944) 


In der vorliegenden Arbeit teile ich Untersuchungen zur Kinetik, 
Chemie und Thermodynamik des Systems der Phosphatase mit. Sie 
befassen sich vorwiegend mit dem Ferment der Prostata, das 1935 von 
W. Kutscher und H. Wolbergs!), und mit dem Ferment des Harns, 
das 1925 von Fr. Demuth?) entdeckt worden ist. 

Im Laboratorium von W. Kutscher wurden wesentliche Merk- 
male des Prostataferments gefunden: Proteinnatur, Optimum der Akti- 
vitiit in saurer Lésung, relative Unempfindlichkeit gegen Magnesium- 
salz und Hemmbarkeit durch Fluorid. 

Wir untersuchten vor allem die Ferment-Substrat-Verbindung, den 
Mechanismus der Fluoridhemmung, die Aktivierung durch Magnesium, 
die Synthese von Substrat, die Substratspaltung als Gleichgewichts- 
reaktion und ihre Wiirmeténung. 


I. Ferment und Substrat 
.a) Gewinnung der Fermentpriparate. Eine neue Dialy- 
slerapparatur. 

Prostatasekret und Ejakulat sind die reichsten natiirlichen Phos- 
phataselésungen. Die immerhin betriichtliche Menge von Begleitstoffen 
hat bei der Untersuchung des Ferments keine nachweisbare Stérung 
verursacht, und fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche sind 
Priiparate verwandt worden, die lediglich durch scharfes Zentrifugieren 
und Dialyse gereinigt waren*), Ebenso war das Ferment aus (minn- 
lichem) Harn vorbehandelt. 

Wir dialysieren kleine Fliissigkeitsmengen in Kollodiumhiilsen von 
8 ccm Inhalt, die bis zu 3 Tagen in reinem Wasser bewegt werden. Um 
rasch und reichlich, osmotisch nicht verdiinnte Priiparate zu gewinnen, 
benutzen wir eine von uns entwickelte Apparatur. Sie beruht auf dem 
Gegenstrom von Lésung und Wasser bei relativ groBer Membran. 

Die Lésung flieBt aus einem Vorratsgefi® durch ein System von 
waagerechten geknitterten Kollodiumschliuchen von 0,3em Durch- 

1) Diese Z. 236, 237 (1935). 

2) Biochem. Z. 159, 420 (1925). 


3) Herrn Dozent Dr. H. Hiillstrung haben wir fiir die Versorgung mit Ma- 
terial aus der Hautklinik der Universitat Tiibingen bestens zu danken. 
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messer und 450 cm wirksamer Linge. Dieses trigt am Ende eine Ka- 
pillare, deren Weite und Niveau die Strémungsgeschwindigkeit be- 
stimmen. Der Schlauch ist von einem 0,45 cm weiten Glasrohr um- 
geben, durch das aus einer Mariotteschen Flasche das Wasser flieBt, 
und zwar mit einer Geschwindigkeit, die durch die Héhendifferenz von 
Einlauf und Auslauf bestimmt wird. Durch Einstellung des Spiegels 
der Lésung im Vorratsgefif gegen das Niveau des Wasserausflusses 
regeln wir auch das Verhiltnis der Drucke zu beiden Seiten der Mem- 
bran, so daB Wasser hindurchtreten und die Kolloide also konzentriert 
werden kénnen. Zur Vermeidung einer Infektion wird die Lésung mit 
Toluol und das Wasser mit etwas Chloroform versetzt. Der Apparat 
arbeitet 48 Stunden ohne Wartung und mit einer Wirkung, die sich 
aus Tabelle I ergibt. 


Tabelle I. Stromdialyse von Harn. Dauer: 14 Std. 

















ites Dialysierte Dialysat 
Lésung (= Wasserverbrauch) 
Volumen in ccm ...... 400 172 1885 
Phosphat in y P,O; procem . 2680 3 566 


Der Konzentrierung der Kolloide entspricht eine erhéhte Ferment- 
wirkung der Volumeneinkeit. Da der wirksame Raum fiir die Lésung 
etwa 15 ccm betrigt, standen in dem beschriebenen Versuch bereits 
nach 3 Stunden 20 ccm der dialysierten Fermentlésung zur Verfiigung. 


b) Der Spaltungsansatz. 

Als Substrat verwenden wir vor allem £-glycerinphosphorsaures Natrium, 
daneben Kalium glycerinophosphoricum, beide von Merck. Der Ansatz von 7,0 ccm 
ist in der Regel in bezug auf das Substrat 0,8 - 10~* molar und mit Citratpuffer auf 
Py = 4,5 gebracht. Er reagiert 2 Stunden bei 37° und wird durch Trichloressig- 
saure oder bei verschwindendem EiweiBgehalt durch Zugabe von Molybdat in 
Schwefelsiure zur Phosphatbestimmung nach Lohmann und Jendrassik*) ab- 
getotet. 

Unter diesen Bedingungen spaltet 1 y Prostataferment (Ejakulat 
nach der beschriebenen Reinigung) durchweg 200 y Phosphorsiiure aus 
dem f-Ester ab. 

Die Bildung von anorganischeni Phosphat ist bei dieser Substrat- 
konzentration keine lineare Funktion der Fermentmenge, und um 
Fermentmengen vergleichen zu kénnen, nehmen wir eine Wirkungs- 
kurve auf. Kine mit Harnferment gewonnene Kurve geben wir tabel- 
larisch wieder (Tab. II). Mit Riicksicht auf die geringe Wirkung des 
stark verdiinnten Ferments betrug die Reaktionszeit 5 Stunden. 


Tabelle Il. Menge und Wirkung der Harnphosphatase 
Teile des Ferments . . .|100| 85 | 70 | 60 | 50| 40 | 25 | 15 | 8 | 2 [0,6 
Gespalt. Substrat in y P,O,. | 748 675 | 611 | 568 | 503 | 447 | 338 | 231 | 131 | 47 | 10 
4) Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
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c) Die Dissoziationskonstante der Ferment-Substrat- 
Verbindung 
(Mitbearbeitet von C. Kioes) 

Die Kriimmung der Wirkungskurve erklirt sich daraus, daB die 
Reaktionsgeschwindigkeit durch die Verbindung von Ferment und Sub- 
strat bestimmt wird; deren Konzentration aber wird mit relativer Er- 
héhung der Fermentkonzentration nach MaBgabe der Dissoziations- 
konstante kleiner. Die Dissoziationskonstante der Ferment-Substrat- 
Verbindung errechnen wir, indem wir das Massenwirkungsgesetz auf 
die Dissoziation anwenden. Die Verhiltnisse liegen ziemlich einfach, 
weil die Reaktion unter den gewihlten Bedingungen praktisch zu Ende 
verliuft, eine Bindung der Endprodukte an das Ferment also zu ver- 
nachliissigen ist. 

. Wir setzen die Reaktionsgeschwindigkeit v der Konzentration cps 
der Ferment-Substrat-Verbindung proportional und schreiben 
= &: CRms + : (1) 
Ist das Substrat in groBem UberschuB, so sollte das Ferment mit Sub- 
strat gesiittigt sein; die Geschwindigkeit ist deswegen maximal und 
es gilt 
Umax = k+C'pms - (2) 
Bei niederer Substratkonzentration und also mangelnder Sittigung 
kénnen wir das freie Ferment angeben als 
Crm = C’pms — Crs - (3) 
Aus den Gleichungen (1), (2) und (3) folgt dann 


Umax — ¥ C’rms — pms 
= : (4) 





v Crms 
Nun setzen wir fiir die Dissoziation der Ferment-Substrat-Verbindung : 


C °c 
Fm “S “it (5) 
rms 


oder nach den Gleichungen (3) und (4) 


(Ymax — ¥)* &g 

v 
Wir kénnen also die Dissoziationskonstante errechnen, wenn wir die 
Reaktionsgeschwindigkeiten kennen. Wir bestimmen die Geschwindig- 
keiten fiir maximale und stufenweise niedrigere Substratkonzentration, 
indem wir die Kurve der P-Abspaltung nach der Zeit aufnehmen. Die 
Geschwindigkeit fiir ¢ = 0 ergibt sich dann in bekannter Weise ats der 


— 


Neigung der Grenztangente als v == = tga. Wir driicken tga wie 


iiblich im Einheitswinkel als Ordinate in beliebigem Maf8 aus. 
Fermente pflegen gegen exzessiven SubstratiiberschuB empfind- 
lich zu sein; in unserem Versuch wurde daher als Maximum die Sub- 


1* 
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stratkonzentration gewihlt, die eben noch nicht hemmte. Zur Probe 
haben wir auch, anstatt zu differenzieren, den Verlauf zwischen 0 und 
15 Minuten als MaB fiir die Geschwindigkeit benutzt. Es ergab sich ein 
und dasselbe Resultat, niimlich: K = 4,7 -10-% (Tab. III). 


Tabelle III 


Dissoziationskonstante der Verbindung Phosphatase-Glycerin- 
phosphorsaure. Prostataferment. py = 4,5; 37°C 



































Glycerin- , : eee 
Ph alee y P,O; abgespalten Reaktions- Dissoziations- 
alias geschwindigkeit,| konstante 
is ale Sate > ig - > a 5 3 

Millimol/Ltr.| 15° | 30° | 60’ | 120° | 240” | Telative Zahlen| =X’ 10 
1,12 75 | 140 | 200 | 250 | 325 1 4,8 
2,24 130 221 340 430 550 1,62 5,0 
3,72 182 | 308 | 490 | 620 | 790 2,49 4,2 
7,44 250 442 720 920 | 1245 3,06 5,4 
14,85 288 —_ 880 | 1140 | 1825 4,17 3,9 
22,4 300 °| 578 894 |1205 | 1910 4,34 4, 
74,4 378 | 730 | 1312 — _ 5,27 — 

Mittel: 4,7 


Es versteht sich, daf die Dissoziationskonstante genauer be- 
rechnet wird, wenn man statt der Konzentration der am Gleichgewicht 
beteiligten Stoffe deren Aktivitiiten einsetzt, da ja diese allein das 
Massenwirkungsgesetz erfillen. Diese GréBen kennen wir aber nicht, 
wir schlieBen nur aus dem Fehlen eines Ganges in den Werten fiir K, 
da die Aktivititskoeffizienten, zumal in der hohen Verdiinnung, nahe 
bei 1 liegen. 

“Ferner betrachten wir die im Ansatz hergestellte Substratkonzen- 
tration als die im Gleichgewicht vorhandene und vernachliissigen die 
Bindung an das Ferment, da das molare Verhiiltnis der beiden sehr 
groB ist. Wire viel mehr Ferment oder viel weniger Substrat vor- 
handen, so wiirde ein scheinbarer Wert fiir die Konstante gefunden. 
Aus seiner Abweichung von dem wahren Wert lieBen sich aber cg in 
Gleichung (5) und weiter cymg und die molare Fermentkonzentration 
errechnen. Dazu wire es erforderlich, extrem hohe Geschwindigkeiten 


Zu messen. 


II. Hemmung der Phosphatase durch Fluorid®) 
(Mitbearbeitet von W. Fuchs) 
a) Beteiligung von Magnesium an der Hemmung. Die 
Dissoziationskonstante der wirkungslosen Fermentbindung. 
W. Kutscher und A. Woérner haben gefunden®), daB die Phos- 
phatase des Harns und der Prostata durch Fluorid in Abhiingigkeit 
von dessen Konzentration gehemmt wird. Wir zeigen in Tab. IV, daB 








5) Vorlaufige Mitteilung Naturw. 30, 508 (1942). 
®) Diese Z. 239, 109 (1936). 
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diese Hemmung auch von der Konzentration ai cena Magnesium- 
salzes abhingt: das Metall vergréBert sie. 


” Tabelle IV 


EinfluB von Magnesiumsalz auf die Fluoridhemmung der Harn- 
phosphatase 


Die Zahlen bedeuten abgespaltene y P,O 











Azemoniumfincrid Magnesiumchlorid, c - 10° 
c+ 10° dex 0,5 1,0 30 | 60 
0,4 502 464 442 328 249 
0,8 _ 273 223 191 123 83 














Fiir die Theorie dieser Hemmung kommt in Betracht, daB das 
Ferment mit den hemmenden Stoffen eine Verbindung eingeht, die 
gegeniiber dem Substrat wirkungslos ist’). Die Zahlen der an ein Fer- 
mentmolekiil gebundenen Atome miissen dann als Exponenten in der 
Dissoziationsgleichung der Verbindung erscheinen, d.h. Phosphatase 
-Mg, F,, dissoziiert nach 


a ee. (6) 


Fiir die Priifung dieser Gleichung und fiir die Bestimmung von m, 
n und K gilt das Folgende. Wir wihlen eine so hohe Substratkonzen- 
tration, daB die Reaktionsgeschwindigkeiten linear und gemaéB Glei- 
chung (2) der Fermentmenge-proportional gesetzt werden kénnen. Bei 
verschiedenen Versuchen mit gleicher Reaktionszeit sind dann also die 
abgespaltenen P-Mengen ein MaB fiir den jeweils wirksamen Anteil des 
Ferments: 

Chm , 
— i 

worin P und P’ abgespaltene P-Mengen bedeuten. 

Fiir den Fall der Hemmung gilt nun 


CFmMgm Fn — C¥m, Nichthemmung — CRm, Hemmung - 


c 
Statt des Quotienten aus Gleichung (6) ——*™ __ 1aBt sich daher auch 





ymMgm Fn 
: H 
schreiben “He; Hommes , und unter Anwendung von 
Cm, Nichthemmung 7 Cm, Hemmung ; 
P Hemmung 





_ Gleichung (7) folgt, daB er gleich ist 


Nichthemmung P Hemmung 


Werden cy,.. und cy bei festgehaitener Fermentmenge von 0 
ansteigend variiert, so ergibt sich der fiir Gleichung (6) verlangte Quo- 


7) Vgl. O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 (1941). 
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tient, und fiir m und ” werden ganze Zahlen gesucht, die der Gleichung 
genugen. 

In Tab. V sind fiir m und » die Zahlen 1 und 2 eingesetzt, und sie 
sind giiltig, denn andere Zahlen wiirden fiir K einen Gang mit Mg~ 
oder F’ ergeben. Die Streuung der Werte fiir K erscheint nicht groB, 
wenn man beachtet, daB die aus den extremen Konzentrationen von 
Mg” und F’ erhaltenen Produkte im Verhiltnis 1 : 1000 stehen. 


Tabelle V 
Dissoziationskonstante von Phosphatasemagnesiumfluorid. Pro- 
stataferment. 45 Min. Reaktion. 
Die Zahlen bedeuten abgespaltene Phosphorsaure in y P,O,, die fett- 
gedruckten Zahlen K - 109 





Avamcatuedienstd Magnesiumchlorid, c- 10? 











c+ 10° eas 02 0,8 20 
= 720 — —_ — 
03 —- 690 610 472 
4,2 4,0 44 

10 — 459 319 153 
8,5 - 6,4 5,4 

3,0 ws 92 43 25 
27 4,6 6,5 














Der Mittelwert fiir K betraigt 4,6-10-*. Wie die Dissoziations- 
konstante der Ferment-Substrat-Verbindung diirfte auch diese Kon- 
stante durch Einrechnung der Aktivitiiten und der Ionenbindung — 
vor allem bei den groBen Verdiinnungen — keine erhebliche Korrektur 
erfahren. Sie zeigt, daB die Gleichung fiir die Bildung der inaktiven 
Fermentverbindung lautet: 

Phosphatase + Mg” -- 2F’ = Phosphatase - MgeF,. 

Wahrscheinlich ist das Fluor in dieser Verbindung an das Metall 
gebunden. 

Die Beteiligung von Magnesium an der Fluoridhemmung eines 
Ferments haben schon O. Warburg und W. Christian’) beschrieben 
und auf die Bildung eines Fermentkomplexes zuriickgefiihrt. Die von 
ihnen untersuchte Hemmung der Enolase ist, wie O. Meyerhof und 
W. Schulz8) gefunden hatten, auch von der Konzentration anorgani- 
schen Phosphats abhiingig. Die Hemmung der Prostataphosphatase ist 
in Anwesenheit verschieden hoch konzentrierten Phosphats gleich groB. 

c) Diskussion. 

Es fragt sich nun, ob dieser Mechanismus der Fluoridhemmung 
allgemein zutrifft, ob also die Beteiligung von Metallatomen unerliB- 
lich ist. Erschépfend dialysiertes Ferment wird auch ohne Zusatz von 
Magnesiumsalz von Fluorid gehemmt. Liegt hier ein anderer Mechanis- 
mus vor ? 


8) Biochem. Z. 297, 60 (1938). 
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Nun zeigen wir in Abschnitt ITI, daB die Phosphatase des Harns 
und der Prostata sich wie ein Metallproteid verhalt. Es ist aber leicht 
einzusehen, das das Ferment durch Reaktion allein des eigenen Metalls 
mit Fluor nicht quantitativ in die inaktive Verbindung iibergehen 
kann. Fiir diese Reaktion wiiren niimlich zwei Gleichgewichte voraus- 
zusetzen : 


Protein * “Me att 
Crm 
und 





: 2 
Protein * “Me °° F — K (8) 
CrmrF, 
Dividiert man K’ durch K, so folgt 


Crm ° © a = K. (9) 
Crunk, 
In Gleichung (9) tritt die Metallkonzentration nicht auf. Das bedeutet, 
da8 die diskutierte Reaktion keine Abhiingigkeit von zugesetztem 
Metallsalz zeigen darf; sie ist also auszuschlieBen. 

Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB das einem Fermentmolekiil 
eigene Metall dissoziieren und einem anderen Molekiil zum Aufbau der 
Fluoridverbindung dienen kann. So wiire denn der oben dargestellte 
Mechanismus allgemein giiltig. 

Wenn Substrat und Hemmstoffe in definierten Gleichgewichten 
mit Phosphatase reagieren, so bedeutet das die Méglichkeit einer Kon- 
kurrenz der beiden um das Ferment. Es ist also zu erwarten, daB das 
Ausmaf der Fluoridhemmung bei niedriger Substratkonzentration groB 
und bei hoher klein ist. Diese Beobachtung haben W. Kutscher und 
H. Wiist®) auch gemacht, und wir kénnen sie bestiitigen. Unter Ver- 
wendung der Gleichungen (5) und (8) lassen sich diese Beziehungen 
formulieren, um ihre exakte Priifung haben wir uns jedoch nicht bemiiht. 


d) Beteiligung anderer Metalle an der Hemmung. 
Anfangs glaubten wir, den EinfluB von Magnesium auf die Fluorid- 
hemmung zur analytischen Bestimmung von Magnesium und Fluor 


Tabelle VI 


Wirkung von Metallen auf die Fluoridhemmung der Phosphatase. 
Harnferment. Metallchloride. 2 Std. Reaktion. 


Die Zahlen bedeuten abgespaltene y P,O;. 


























10-* mol 2-10-% mol 
Zusatz 
Ca | Zn | Ca | Mn | Fes | Cov | Niv | Cu” 
-- 816 | 733 | 1160 | 1025 | 882 | 1362 | 1362 | 1362 
Me 793 609 | 1135 | 1005 | 760 | 1275 | 1305 | 1342 
0,9- 10-3 F’ 404 379 261 600 | 337 | 1036 | 1036 | 1036 
Me + F’ 282 165 196 379 95 757 667 319 








*) Biochem. Z. 310, 292 (1941). 








8 Paul Ohlmeyer, Bd. 282 (1945) 


heranziehen zu kénnen; dann fanden wir jedoch, daB auch zaklreiche 
andere Metalle eine ahnliche Wirkung geben. Tab. VI faBt diese Ver- 
suche zusammen. 

Es ist bemerkenswert, daB Mn, Fe, Co und Ni nach der Fest- 
stellung von L. Massart und L. Vandendriessche!®) Phosphatasen 
auch aktivieren kénnen. 


III. Magnesium als Bestandteil des Ferments 
(Mitbearbeitet von W. Fuchs) 

Seit H. Erdtmann’) zeigen konnte, dai Nierenphosphatase 
durch Magnesiumsalz aktivierbar ist, wurde diese Eigenschaft bei zahl- 
reichen Fermenten gefunden, die die Esterbindung und Esterspaltung 
der Phosphorsiiure bewirken. Daher priifte W. Kutscher die Phos- 
phatase’ des Harns und der Prostata, fand aber nur minimale Effekte. 

Wir kénnen bestiitigen, daB eine Aktivierung durch Magnesium 
bei manchen Fermentpriparaten ausbleibt, jedoch sagt unsere Statistik 
aus, daB sie die Regel ist. Die Wirkungssteigerung durch das Metall 
reichte niemals an die Befunde mit Nierenphosphatase heran, nur in 
seltenen Fillen betrug sie tiber 250%. Raschere Reaktion mit Mangan 
an Stelle von — haben wir nur ein paarmal ademas k6énnen; 
sie betrug 20—60% 

Eine Ae fiir diese Versuche ist sorgfiltige Dialyse. Die 
besten Ergebnisse erhielten wir nach zwei Methoden: 1. Dialyse gegen 
Wasser, gegen 0,01m Ammoniumfluorid und wieder gegen Wasser; 


Tabelle VII 
Steigerung der Wirkung dialysierten Ferments durch Magnesium. 
B-Glycerinphosphorsaure. 
H: Harnferment. P: Prostataferment. WD: Dialyse gegen Wasser. 
’ FD: Dialyse gegen Fluorid. KD: Kathodische Dialyse 























Vor- Ferment | Zu8es: Mg P,0; abgespalten prozent. 
behandlung c+ 108 ohne Mg mit Mg Steigerung 

WD H 5,0 297 344 20 
WD H 15,0 148 192 66 
FD P 0,5 597 647 15 
FD P 0,25 949 1275 56 
FD H 0,5 31 49 66 
FD H 1,0 527 584 17 
FD H 1,0 266 357 44 
KD P 0,6 416 438 7,5 
KD H 3,6 127 150 22 
KD H 0,4 364 487 dt 





10) Naturw. 28, 143 (1940); vgl. R. Cloetens, Naturw. 28, 252 (1940) und 
E. Bamann, Naturw. 28, 535 (1940). 
11) Diese Z. 177, 211 (1928). 





>) 
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2. kathodische Dialyse 1), ein Verfahren, bei dem die Anode innerhalb. 
der semipermeablen Zelle, die Kathode auBerhalb angebracht ist. 

Wir verwandten Fermentlésungen, die gegen Wasser ausdialysiert waren, 
und legten in langlichen Zellen von 10 ccm Inhalt iiber einige Stunden 20 bis. 
40 Volt aus einer Trockenbatterie an. Der Verlauf der Stromstirke wurde nicht 
verfolgt. — Mit der kathodischen Dialyse ist immer eine irreversible Wirkungs- 
abnahme verkniipft. 


In Tab. VII geben wir Beispiele mittlerer Aktivierung aus Reihen von ins- 
gesamt 80 Versuchen wieder. Fiir ihre Auswertung wurde die Kurve nach Tab. I 


zugrunde gelegt. 

Aus unseren Versuchen schlieBen wir, daB die Phosphatasen des 
Harns und der Prostata schwer dissoziierende Metallproteide sind. 
Wenn aber Metall ein Bestandteil des Ferments ist, so muB die Asche- 
lésung der untersuchten Priiparate die Fluoridhemmung vergréBern. 
Dies ist der Fall. 

Wir lésen die Asche aus einer gegebenen Menge Harnferment in 
0,1 m Salzsiiure und puffern diese Lésung mit Citrat. 


Tabelle VIII 


Einflu8B von Fermentasche auf die Fluoridhemmung. Harnferment. 
B-Glycerinphosphorsaure. 0,8-10-?m Fluorid 





ecm Aschelésung .. . | = | 0,1 0,3 0,5 
y P,O; abgespalten . . | 255 | 203 154 122 











Analog wirkt die Asche von Prostatasekret. Aus ihrer Lésung 
haben wir auch das Tripelphosphat gefillt und errechnen fiir Magnesium 
4,5 y in 4,5 cem Sekret mit 0,614 mg Trockengewicht. Diese Ergebnisse 
beweisen die Méglichkeit fiir ein Metallproteid, nicht seine Existenz. 


IV. Versuche mit Muskelphosphatase 


Mit der Phosphatase des Muskels, die bei saurer Reaktion wirksam 
ist, hat Cl. Knoevenagel?*) Versuche angestellt, aus denen eine ge- 
ringe Aktivierung durch Magnesiumsalz hervorgeht. Die Autorin ver- 
wandte Muskelbrei, iiber dessen Zubereitung fiir die Aktivierungsver- 
suche in ihrer Mitteilung nichts enthalten ist. 

Wie wir im folgenden zeigen, wird die Phosphatase des wiaBrigen 
Muskelextrakts nach Dialyse durch Magnesiumsalz bei saurer Reaktion 
etwa so stark aktiyiert wie Nierenphosphatase bei alkalischer Reaktion, 
nimlich auf mehr als das Zehnfache des Ausgangswertes. 

Wir verreiben Beinmuskulatur vom Meerschweinchen mit 1,3 Teilen Wasser, 
bewahren den Brei 24 Stunden bei + 1° C auf, zentrifugieren und dialysieren den. 


Uberstand 24 Stunden gegen Wasser. Dieser Extrakt wird mit der Endverdiin- 
nung 1: 70, d. h. mit 0,30 mg Trockensubstanz im Versuch angewandt. 


12) P. Ohlmeyer, Naturw. 29, 672 (1941). 
13) Biochem. Z. 305, 337 (1940). 
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Tabelle IX 


Muskelphosphatase abhingig von Magnesiumsalz. 
Ansatz mit £-Glycerinphosphorsaure bei py = 4,5 (vgl. Tab. I) 





Magnesiumchlorid, c - 10? | — | 0,17 | 1,8 . 3,9 
.| 19 | 123 | 210 230 








y P,O; abgespalten 


Nach unseren Ergebnissen mit den Fermenten des Muskels, des 
Harns und der Prostata halten wir dafiir, daB alle Phosphatasen im 
Verhalten gegeniiber Magnesium grundsiitzlich iibereinstimmen; dies 
um so mehr, als auch andere Phosphatasen, die in saurem Milieu wirk- 
sam sind, wie das Ferment der roten Blutkérperchen [J. Roche?*)] 
und das der Hefe [A. Schiffner und E. Bauer")] als aktivierbar 
durch Magnesium erkannt worden sind. Wenn es sich aber um Metall- 
proteide handelt, so sind sie im Dissoziationsvermégen des Metalls ver- 
schieden und folglich leichter oder schwerer zu erkennen. 


VY. Exkurs iiber Phosphorylase 

Die Wirkung von Mangan auf Girungsfermente wurde zuerst von 
E. Buchner’*) gesucht, dann von E. Negelein’) wahrscheinlich ge- 
macht und schlieBlich im Heidelberger Institut gefunden !’). Zu diesen 
Fermenten gehért die Phosphorylase, welche an der Umesterung der 
Phosphorsiure von Phosphobrenztraubensiiure auf Zucker beteiligt ist. 
Nachdem wir gefunden hatten, daB wenige Mikrogramm Mangan eine 
Wirkung auf Phosphorylase zeigen, haben wir neuerdings Versuche zur 
Feststellung der unteren Wirkungsgrenze angestellt. Es ergab sich, daB 
Manganionen die Reaktion noch in der Konzentration 6,6 -10-? Mole/ 
Liter, das sind 0,036 y im ecm, beschleunigen. Man bestimmt hier die 
GréBe der Latenzzeit, weil nach Eintritt der Reaktion die Geschwindig- 
keit rasch auf das Maximum steigt. 

Zur Anlage von Tab. X sind wir folgendermafen verfahren: Wir lassen Hefe- 
ferment mit Phosphoglycerinsiure (im Gleichgewicht mit Phosphobrenztrauben- 
siure) und Glucose reagieren und messen manometrisch die Kohlenséure, die aus 
freiwerdender Brenztraubensaure carboxylatisch entsteht. Die Zeiten, die bis zur 
Entwicklung von 40 mm® im Ansatz mit Mangan verstreichen, driicken wir als 
Prozente der Zeiten fiir die zugehérige Wasserkontrolle aus. Aus den Prozenten 
errechnen wir den Mittelwert und fiir diesen die mittlere Abweichung. 

Da der Ausschlag bei einer ausreichenden Anzahl von Fiillen das 
Dreifache der mittleren Abweichung iiberschreitet, folgt, daB die Spuren 
von Mangan in unserem Versuch wirksam waren. Unser Ansatz enthielt 
aber zum Zwecke der Sensibilisierung des Fermentsystems schon einen 


14) Biochem. J. 25, 1724 (1931). 

15) Diese Z. 232, 66 (1935); vgl. auch L. Massart u. R. Dufait, Naturw. 27, 
806 (1939). 

16) Diese Z. 46, 136 (1905). 

1”) Vgl. O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 287, 294 (1936). 

18) P. Ohlmeyer u. S. Ochoa, Biochem. Z. 293, 338 (1937). 
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Tabelle X 
Aktivierung der Phosphorylase durch kleine Mengen Mangan. Im 
Hauptraum der GefaBe: 0,3ccom Hefemacerationssaft, 45 Std. dialy- 
siert; 33mg Glukose; 0,07m Phosphatpuffer; 0,002m Magnesium- 
chlorid; 0,1cem Wasser bzw. 6,6-10°°m Mangansulfat. In der Birne: 
0,lcem 0,014m Phosphoglycerinsaure. Volumen der Gesamtflissig- 
keit: 10cem; py = 6,8. Im Gasraum: Stickstoff; 28°C 




















Fille Prozente 
’, - id 
der Vases in denen Mangan Satemshwcet | Mittebweet Mittlere 
unterlegen Womens Meets Abweichung 
26 3 , 60 91,5 + 2.6 














Zusatz von Magnesium, das dem Mangan wirkungsihnlich ist. Um so 
bemerkenswerter ist der EinfluB des Schwermetalls. 


VI. Spaltung von Adeninnukleotid durch Prostataferment 
Die Frage, ob es eine spezifische ,,Adenylpyrophosphatase“ gibt, 
ist seit den Untersuchungen von E. Jacobsen?*) umstritten. Die 
Phosphatase im Ejakulat spaltet die Phosphorsiiure aus Adeninnukleotid 
quantitativ ab. 
Tabelle XI 
pu = 3,7; 37°C; Spaltung in y P,O; angegeben 




















Verdiinnung Zeit in Stunden Maximum 
Substrat des nach 
Ferments l | 2 | 22 Kinwaage 
Adenosinmonophosphat 1: 4000 178 229 — 234 
Adenosintriphosphat —. 1: 500 211 230 247 264 


Aus der Tabelle geht hervor, daB das Monophosphat viel rascher 
hydrolysiert wird als das Triphosphat?°). 


VII. Lichtempfindlichkeit des Ferments 
Messung der elektrischen Leitfihigkeit 

Wie manche andere Fermente so wird auch die Phosphatase des 
Harns und der Prostata durch ultraviolettes Licht zerstért. Bei der 
statistischen Natur solcher Inaktivierungen, die einzelne Molekiile ganz 
oder gar nicht erfassen?1), ist fiir die iiberlebenden Fermentmolekiile 
keine Anderung der Eigenschaften zu erwarten. Bei unseren Versuchen 
blieben Aktivierbarkeit durch Magnesium und Hemmbarkeit durch 
Fluorid bei teilweiser Inaktivierung denn auch erhalten. Tab. XII 
gibt ein Versuchsbeispiel wieder. 

19) Biochem. Z. 242, 292 (1931). 

20) Wegen der Spaltung von Adeninnukleotid durch Knochenphosphatase 


vgl. W. L. Liebknecht, Biochem. Z. 303, 96 (1939). 
21) Zur Theorie vgl. B. Rajewsky, Biochem. Z. 227, 272 (1930) und W. 
Gentner u. K. Schwerin, ebenda S. 286. 
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Tabelle XII 
EinfluB von Magnesium auf Phosphatase nach UV-Bestrahlung. 


Harnferment. Angabe der Wirkung in willkiirlicher Einheit. Glycerin- 
phosphorsaure 














Unbehandeltes 12 Minuten “i agg a a dialysiert, 
Ferment mit UV bestrahlt a , anes 
dialysiert mit Magnesium 
100 | 28 | 15,5 21,5 





Nun haben wir Versuche iiber die Wirkung von ultraviolettem 
Licht auf die elektrische Leitfihigkeit von Lésungen anorganischer und 
organischer Stoffe ausgefiihrt?*), und es interessierte uns, ob die Ab- 
nahme der Aktivitit einer Phosphataselésung einen Gang mit der 
Anderung des elektrischen Widerstands zeigte. 

Die Lésung befand sich in einem LeitfaihigkeitsgefaB aus Quarz, das im 
Thermostaten mit Quarzfenster von einer Quecksilberdampflampe parallel zur 
Ebene der Elektroden bestrahlt wurde. Die Messung erfolgte bei 24° in der iib- 
lichen Anordnung mit Wechselstrom nach F. Kohlrausch. Ein Stickstoffstrom 
bewirkte ununterbrochene Durchmischung der Fliissigkeit. Die zu gegebenen 
Zeiten entnommenen Proben wurden sogleich auf ihre Aktivitat gepriift. : 


Tabelle XIII 
Inaktivierung und Anderung des elektrischen Widerstands von 
Phosphataselésung im ultravioletten Licht. Harnferment: Als Ma8 
der Fermentaktivitét sind die im Normalansatz abgespaltenen 























y P.O; angegeben 
Zeit in Min. 0 8 16 | 24 | 32 | 40 | 48 | 56 | 72 | 168 | 195 
dunkel 
ya, . 947| 604] 378] 128] 62] 49 0 0 1 — i — 
Ww iderstand 
inOhm. . | 3065 | 2960 | 2810 | 2750 | 2650 | 2635 | 2625 | 2580 | 2520 | 2225 | 2230 


























Stellt man die Werte der (gekiirzten) Tab. XIII graphisch dar, so 
sieht man, daB die Leitfihigkeitskurve um die Zeit der Erschépfung 
des Ferments keinen Knick aufweist; eine Beziehung zur Inaktivierung 
des Ferments ist also nicht sichtbar. 


VIII. Synthetische Wirkungen des Ferments 

a) Isolierung synthetischer Glycerinphosphorsiure 

Der Versuch, einen Phosphorsiureester mittels Phosphatase zu 
synthetisieren, ist in priparativem Mafstab zuerst H. D. Kay?) ge- 
lungen. Er benutzte das Ferment des Darms, das unter den Bedingun- 
gen der Spaltung Glycerin auch verestert. 

Auch mit der Phosphatase der Prostata kann man Glycerinphos- 
phorsiure darstellen. 


22) P. Ohimeyer | und H. Brilmayer, Strahlentherapie, im Druck. 
23) Biochem. J. 22, 855 (1928). 








ee a 
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Ansatz: 192ccm Glycerin, 47 ccm sek. Natriumphosphat in Wasser und 
1 ccm unverdiinntes Ferment wurden gemischt und 45 Stunden bei 37° C belassen. 
Dabei wurden bei py = 6 89 von 253 mg P verestert. 

Isolierung: Die Fliissigkeit wurde aufgekocht, abgekiihlt, mit 280 com Wasser, 
mit 100 ccm m Calciumnitrat, mit.Ammoniak versetzt, bis py = 10 war. Nach 
eintigigem Stehen und Zentrifugieren war die Lésung frei von anorganischem 
Phosphat. Sie wurde aufgekocht, abgekiihlt, mit Salpetersiure schwach lackmus- 
sauer gemacht und mit 50 ccm 25proz. Bleiacetat versetzt. Langsam fielen Nadeln 
von glycerinphosphorsaurem Blei. Ausbeute: 0,599 g. 

Analyse: 19,72 mg der Substanz verloren in 5,5 Stunden bei 100°C im 
Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd 0,68 mg an Gewicht. In der vakuum- 
trockenen Substanz wurde P kolorimetrisch, Pb als PbSO, bestimmt. 

Fir C,H,O,P Pb (M.G. = 377): P ber. 8,22%, gef. 8,12%. Pb ber. 54,8%, 
gef. 54,0%; P: Pb ber. 0,15, gef. 0,15. Ausbeute demnach 49 mg von 89 mg 
P = 55%. 

Das Praiparat war optisch inaktiv. Die Verteilung auf «- und £-Ester be- 
stimmten wir nach P. Fleury und R. Paris?*) mit Uberjodsiure, die nur die 

«-Verbindung oxydiert. Das Salz wurde sauer mit Schwefelwasserstoff entbleit und 
mit Kalilauge neutralisiert. Substanz mit 0,695 mg P verbrauchte 2,15 mg Uber- 
jodsaure, entsprechend 0,347 mg P als «-Glycerinphosphorsaure. Das synthetische 
Produkt bestand also zu genau gleichen Teilen aus dem «- und dem f-Ester. 


b) Abhingigkeit der Synthese von der Wasserstoffzahl 
(Mitbéarbeitet von C. Kioes) 
Unsere priparativen Syntheseversuche wurden bei pq = 6 an- 
gesetzt. Arbeitet man saurer, so wird weniger Phosphat verestert, bei 
fu = 5 bleibt die Veresterung aus. . 


Tabelie XIV 
Abhangigkeit der Phosphatveresterung von der Wasserstoffzahl. 


Ansatz: 20ccm Glycerin; 0,5ccm Phosphat mit 0,83mg P,0;; 2ccm 
Prostataferment 1:10; 2,5 ccm 0,1 n-Salzsiure bzw. Natronlauge; 
37°C; 18 Stunden Reaktion 


ig Uitte. RSS | 35 | 40 | 5.4 | 60 | 64 | 7,0 











Prozent anorganisches Phosphat 
2/2): |! aes eee Rees De eae aR 0 0 32 32 36 16 











Der niedrige Wert bei fg = 7,0 beruht auf verringerter Reaktions- 
geschwindigkeit; nach 3 Tagen wurden iiber 80% erreicht. Bei fg S 5 
ist das Gleichgewicht so sehr zugunsten der Spaltprodukte verschoben, 
daB es nicht zu beobachten ist. 

Die Erscheinung, daB ein enzymatisches Gleichgewicht mit der 
Wasserstoffionenkonzentration verschoben werden kann, ist soweit wir 
wissen, zum erstenmal im Institut von O. Meyerhof daxoh H. Leh- 
mann) untersucht worden. Lehmann zeigte, daB die Verteilung der 
gebundenen Phosphorsiiure zwischen dem Adenylsiiuresystem und 
Kreatin von cy+ abhingt. Soll man in diesem und in unserem Falle 
annehmen, daf diese Wirkung des Jonenmilieus auf das Ferment zu 
beziehen sei ? Kann ein Ferment also, vielleicht infolge pg-abhangiger 


24) C. R. 196, 1416 (1933). 
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Konstanten der Reaktionsgeschwindigkeit, eine bestimmte Konzen- 
tration von Ausgangs- und Endprodukten erzwingen und insofern von 
einem echten Katalysator verschieden sein ? 

Diese Frage hat bei einer ihnlichen Sachlage Meyerhof sich vor- 
gelegt, als er das temperaturabhingige System der Zymohexase unter- 
suchte. Er verneinte sie, gestiitzt auf die thermodynamische Betrach- 
tung der Gleichgewichtsreaktion **). So haben auch wir zuniichst fest- 
zustellen gesucht, ob sich bei der Reaktion 


Glycerin + Phosphat = Glycerinphosphat + Wasser 
ein echtes thermodynamisches Gleichgewicht einstellt. 


ce) Die Gleichgewichtskonstante. Thermodynamische 
Berechnung der Reaktionswirme 
In den ersten Versuchen (Tab. XV) wurde-die Konstante des 
Gleichgewichts fiir 20°C und yg = 5,8 bestimmt. Wir fanden 





CGiycerin ° “Phosphat wt ae. 
Glycerinphosphat ° “Wasser 
Die Aktivititskoeffizienten standen auch fiir die Berechnung dieses 
Gleichgewichts nicht. zur Verfiigung. Die Bindung der reagierenden 
Stoffe an das Ferment kann wegen ‘ihres sehr groBen Uberschusses 
wiederum vernachliissigt werden. 


Tabelle XV 


Bestimmung der Gleichgewichtskonstante, Prostataferment. 
Reaktionszeit: 72 Stunden 





























‘ Anorg. P.O; Organ. P.O; ae K 
Glycerin mg ¢- 108 c+ 103 Wasser 

~10,86 0,301 2,12 1,24 171 1,68 
10,86 0,308 A bef 1,19 Lh BS | 1,78 
2,72 0,457 3,22 0,14 ' 44,4 1,40 
2,72 0,462 3,26 0,10 44,4 1,96 
10,86 1,580 10,85 5,65 a0 4 1,88 
10,86 1,650 11,32 5,18 2151 2,10 
Mittel: 1,82 


Das echte Gleichgewicht wird daran erkannt, daB es die Reak- 
tions-isochore von van’t Hoff erfiillt. Diese Gleichung lautet, wenn 
keine éuBere Arbeit geleistet wird, 

dink W 
aT ~ RT 








*5) Biochem. Z. 281, 271 (1935); vgl. auch J. Banga, Studies from the Inst. 
of Med. Chem. Univ. Szeged %, 59 (1943); ferner P. Ohlmeyer u. L. Mehmke, 
Diese Z. 272, 212 (1942). 

26) Siehe besonders O. Meyerhof, Biochem. Z. 277, 83 (1935). 
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Durch Integration und Einsetzen dekadischer Logarithmen und 
des Wertes 1,986 fiir R folgt 
__ 4,571 (log K, — log K,) 
W = 7,7. T, T;. 
Hierin bedeuten W die Wirmeténung der Reaktion, K, die Gleich- 
gewichtskonstante fiir die tiefere Temperatur T, und K, diejenige fiir 
die héhere T,. 

Nach der Reaktions-isochore bilden die Logarithmen der Gleich- 
gewichtskonstanten innerhalb eines nicht zu groBen Temperaturbereichs. 
eine lineare Funktion der reziproken absoluten Temperatur. Die An- 
wendung dieses Kriteriums fiir das echte Gleichgewicht li Bt jedoch bei 
unserer Reaktion keinen bindenden SchluB zu, da sich ihre Gleich- 
gewichtskonstante mit der Temperatur zu wenig aindert. Indessen ist 
die Bestimmung der Phosphorsiure genau genug, um die Errechnung 
der Wiirmeténung nach der Reaktions-isochore zu erméglichen, und 
wir besitzen ein Kalorimeter, das die Wiirme, so klein sie ist, mit aus- 
reichender Genauigkeit zu messen erlaubt. Es wird also der Vergleich 
der gemessenen mit der errechneten Wiirmeténung sein, der die Ent- 
scheidung dariiber bringt, ob das Gleichgewicht dem zweiten Haupt- 
satz entspricht oder ob die Konzentrationen vom Ferment erzwungen 
werden. 





Tabelle XVI 


Errechnung der Warmeténung aus den Gleichgewichtskonstanten. 
Prostataferment. 10,86m Glycerin. 11,1m Wasser 














Reaktions- Anorg. Org. W 
Versuch oi zeit Phosph. Phosph. Kp a 
in Stunden c+ 108 c- 103 eee 
A _ 0 2,77 ia — 
310 14 1,75 1,04 1,71 
274 24 1.92 0.86 22 1240 
310 14 1,80 0,98 1,84 
B se 0 ve 2,66 _ 
310 15 1,68 0,97 1,72 
274 48 1185 0.81 2,99 1380 
310 24 1,68 0,97 1,72 |J 
C _ 0 3,36 —_ oom 
274 48 2,27 1,08 2,10 1250 
310 24 2,07 1,29 1,61 
D sie 0 2,89 an ake ) 
310 48 1,73 1,16 1,49 
E - 0 2,78 wn oon j _ 
274 48 1,84 0,95 1,49 

















In Tab. XVI haben wir die Versuche zur Errechnung der Warme- 
ténung nach der Reaktions-isochore zusammengestellt. Ihr ist zugleich 
zu entnehmen, daB das Gleichgewicht ,,von beiden Seiten“ erreicht 
werden kann. Als Glycerinphosphat wurde fiir die Versuche zur Ein- 
stellung vom Ester her das Kaliumsalz von Merck verwandt, weil es 
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zu etwa 40% aus der «-Verbindung besteht und insofern dem syntheti- 
sierten Produkt ahnlich ist. 

Fiir die genaue Errechnung der Konstanten sollten die Aktivitiits- 
koeffizienten bekannt sein. Diese KorrektionsgréBen hitten jedoch als 
Faktoren auf die Differenz der Logarithmen und also auf den Wert 
fiir die Warmeténung nur insofern einen EinfluB, als auch sie tempe- 
raturabhiingig sind. Wir machen mit ihrer Vernachlissigung also keinen 
groBen Fehler. 

Als Mittel fiir die molare Reaktionswiirme der Glycerinphosphor- 
siiure bei Zimmertemperatur finden wir 1275 cal. Da das Gleichgewicht 
sich bei erniedrigter Temperatur zugunsten der Spaltprodukte ver- 
schiebt, ist fiir die Spaltung eine positive Wiirmeténung zu erwarten. 


d) Kalorimetrische Messung der Spaltungswirme 

Unser Kalorimeter beruht auf der Substitution der elektrischen 
Heizung eines kleinen Thermostaten durch chemische Wirme. Die 
Stromarbeit im Thermostaten vor der Reaktion ist gleich der Summe 
von Stromarbeit und Reaktionswiirme wiihrend der Reaktion. Kennen 
wir die beiden Stromarbeiten, so ergibt ihre Differenz fiir die Versuchs- 
zeit die Reaktionswirme in Wattsekunden. 

Bei der Messung der Stromarbeit sind Strom und Widerstand (der Heiz- 
spirale) konstant. Die Heizzeit wird an einer elektrischen Uhr abgelesen, die vom 
Regulator zugleich mit dem Heizstrom ein- und ausgeschaltet wird. Wir arbeiten 
mit Strémen von 1 bis 3 mA und messen Wirmemengen von 0,1 bis 5 cal, wenn 
diese in 1 bis 3 Stunden entwickelt werden. Ausfiihrliche Angaben iiber die Appa- 
ratur und iiber einige Messungen werden wir spiiter machen. (Wiese Z. 282, 37 (1945). 

In. den Versuchen, die in Tab. XVII zusammengestellt sind, wurden nach 
mehrstiindigem Temperaturausgleich und Messung der Leerwirme 0,15 com 
Ferment in 20 cem 0,035 m Substrat eingekippt. 


Tabelle XVII 
Spaltungswirme der Glycerinphosphorsaiure. Prostataferment. 
Pu = 4,5; 243°C 














t (Reak- Wattsekunden iibert| p.a,4. |Substrat-| Molare 
Versuch | mA | tionszeit : Warme | U™sat Reakt.- 
baat vor bei ge in Warme 
, Reaktion | Reaktion . Millimol | in cal 
A 2,93 5580 6,84 5,94 0,215 0,19 +1170 
B 2,72 4365 6,55 5,86 0,165 0,116 + 1380 
C 1,20 |. 7310 2,63 1,28 0,325 0,246 + 1300 
D 1,60 6640 4,03 2,83 0,285 0,246 +1160 























Mittel: | +1275 


Aus der guten (zufillig numerischen) Ubereinstimmung zwischen 
der thermodynamisch errechneten und der kalorimetrisch gemessenen 
Wirmeténung der Reaktion ist zu schlieBer, daB es sich um ein echtes, 
verschiebliches Gleichgewicht handelt. Das bedeutet aber, daB seine 
Lage vom Katalysator unabhiingig ist. Die Phosphatase ist also ein 
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echter Katalysator; sie erhéht die Geschwindigkeitskonstanten der 
Spaltung und der Veresterung um den gleichen Faktor. Der oben be- 
schriebene Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration kann sich ki- 
netisch insofern bemerkbar machen, als er die. Geschwindigkeit der Ein- 
stellung des Gleichgewichts veriindert, wie wir es auch gefunden haben. 
Die Lage des Gleichgewichts indessen wird bei konstanter Temperatur 
durch die Konzentrationen der reagierenden Stoffe bestimmt. 

Die Konzentration der Phosphationen hingt von der Wasserstoff- 
zahl ab; die zweite Valenz der Phosphorsiure dissoziiert erst in schwach 
saurem Milieu, px, ist 6,81. Unsere Lésung ist nun stark glycerinhaltig. 
Nehmen wir aber an, daB die Dissoziationskonstante der zweiten Phos- 
phorsiiurevalenz darum nicht erheblich verschoben ist, so folgt, daB 
die py-Grenze, die wir fiir die Veresterung fanden, durch p , gesetzt ist. 
Das HPO,-Ion ist dann die Reaktionsform der Phosphorsiure in der 
enzymatischen Synthese. Seine Konzentration fillt bei py = 5—6 
schon ins Gewicht, eine Synthese kann beobachtet werden; bei pq >7 
mu8 die Bildung des Esters gréBer, die Konstante also kleiner sein. 
Die Angaben von D. H. Kay, der mit ,,alkalischer‘‘ Phosphatase 
arbeitete, lassen denn auch eine Gleichgewichtskonstante errechnen, 
die im Gegensatz zu der unsrigen kleiner als 1 ist. Da nun die Reak- 
tionsgeschwindigkeiten mit der ,,sauren‘’ Phosphatase der Prostata 
im alkalischen Gebiet sehr klein sind, ist fiir die exakte Priifung unserer 
Hypothese und die Berechnung des Gleichgewichts mit HPO,-Ionen 
eine besondere Untersuchung erforderlich. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sage ich fiir die Férderung meiner 
Arbeiten ehrerbietigen Dank. Bei dieser Untersuchung haben mir Frl. G. Schiiz 
und Herr H. Brilmayer wertvolle Hilfe geleistet. 


Zusammenfassung 

1. Eine Dialysierapparatur nach dem Gegenstromprinzip wurde 
entwickelt. 

2. Die Dissoziationskonstante der Verbindung Prostataphosphatase- 
Glycerinphosphorsiure hat bei 37°C und yg = 4,5 den Wert 4,7 10-8. 

3. Die Hemmung dieser Phosphatase durch Fluorid wird durch 
Magnesiumsalz vergréBert; sie beruht auf der reversiblen Bildung von 
wirkungslosem Phosphatase-Magnesium-Fluorid. Die Dissoziationskon- 
stante dieser Verbindung hat bei 37° C und Jg = 4,5 den Wert 4,6 10-*. 

4. Die Fluoridhemmung wird auch durch Salze von Ca, Zn, Cd, Mn, 
Fe, Co, Ni und Cu vergréSert. 

5. Die Phosphatase des Harns und der Prostata wird, vor allem 
nach kathodischer Dialyse, durch Magnesiumsalz aktiviert. 

6. Muskelphosphatase, die bei gy = 4,5 wirksam ist, wird durch 
Magnesiumsalz stark aktiviert. 

7. Aktivierung der Phosphorylase der Hefe durch Mangansalz ist 
noch in der Salzkonzentration 10-® Mole/Liter nachweisbar. 
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8. Die untersuchte Phosphatase ist empfindlich gegen ultraviolettes 
Licht. Die Lésung zeigt wihrend der Bestrahlung eine Zunahme der 
elektrischen Leitfihigkeit, die keinen Gang mit der Fermentinaktivie- 
rung aufweist. 

9. Aus Adenosintriphosphorsiiure wird durch das Ferment die 
Phosphorsiiure quantitativ abgespalten. 

10. Das Prostataferment katalysiert die Synthese von Glycerin- 
phosphorsiiure aus Alkohol und Siiure. Das synthetische Produkt wurde 
als kristallisiertes Bleisalz isoliert. Es bestand zur Hilfte aus «-Ester, 
der optisch inaktiv war. 

11. Die Synthese ist abhiingig von der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion; sie tritt bei py = 6 ein, bei py = 4 nicht. 

12. Die Gleichgewichtskonstante von Glycerinphosphorsiiure hat 
bei 20°C und gq = 5,8 den Wert 1,8. 

13. Aus der Anderung der Gleichgewichtskonstante mit der Tem- 
peratur errechnet sich fiir Zimmertemperatur eine molare Spaltungs- 
wirme von +1300 cal. 

14. Die kalorimetrische Messung der Spaltungswirme ergab +1300 
cal pro Mol. Aus dieser Ubereinstimmung folgt ein echtes Gleichgewicht, 
eingestellt durch das Ferment als echten Katalysat r. 

15. Aus den Gleichgewichtsversuchen wird geschlossen, daB das 
HPO,-lon die Reaktionsform der Phosphorsiiure in der enzymatischen 
Synthese ist. 


Uber die hiéheren Aldehyde der Acetalphosphatide des Gehirns 
Von 
E. Klenk 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6éln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juni 1944) 


Wie Feulgen und Mitarbeiter!) gezeigt haben, ist das aus Organ- 
phosphatiden abspaltbare Plasmal ein Gemisch von héheren Aldehyden, 
unter welchen bis jetzt in einigen besonders giinstig liegenden Fallen 
mit Sicherheit Palmitinaldehyd?) festgestellt werden konnte. Uber die 
Natur der iibrigen Komponenten des Aldehydgemisches ist noch nichts. 
Naheres bekannt. Besondere Schwierigkeiten machte nach einer kurzen 
Bemerkung von Feulgen und Bersin') (8. 221) die Identifizierung 
der aus den Gehirnphosphatiden abgespaltenen Aldehyde. Es konnte 

1) Literaturzusammenstellung siehe R. Feulgen u. Th. Bersin, Diese Z. 


260, 217 (1939). 
” 2) Diese Z. 180, 161 (1929); 256, 15 (1938). 
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mit Hilfe der alten Methode nur in sehr geringer Ausbeute ein Thiose- 
micarbazon gefaBt werden, das seinen Eigenschaften nach (Schmp.) 
als ein Gemisch der Thiosemicarbazone des Palmitin- und Stearin- 
aldehyds angesprochen wurde. Die einfachere, in anderen Fiillen gut 
bewihrte Methode von M. Behrens*) hatte ein véllig negatives Er- 
gebnis. AuBer Palmitin- und Stearinaldehyd wird sowohl in den Gehirn- 
phosphatiden, wie auch in den Phosphatiden anderer Organe noch das 
Vorhandensein eines, durch seinen intensiven Geruch ausgezeichneten, 
ungesiittigten Aldehyds vermutet. 

In einer vorangegangenen Mitteilung*) habe ich bereits iiber die 
ersten Ergebnisse der Untersuchung des aus den Aecetalphosphatiden 
des Gehirns in Form ihrer Dimethylacetale in guter Ausbeute gewon- 
nenen Aldehydgemisches berichtet. Die aus aiuBeren Griinden abge- 
brochenen Versuche konnten nun wieder aufgenommen und zu einem 
gewissen AbschluB gebracht werden. 

Durch Uberfiihrung in die Oxime lieB sich ein héher schmelzender, 
schwerer léslicher und ein niedriger schmelzender, leichter léslicher 
Anteil erhalten. Jede der beiden Oximfraktionen wurde dann fiir sich 
getrennt auf dem Wege iiber das Cyanid in die Siiure 
(R — cH =NoH—™° _, R-cantO 

—NH, 
verwandelt. Der héher schmelzende Anteil der Oxime lieferte auf diese 
Weise ein Fettsiiuregemisch, das auf Grund der fraktionierten Destil- 
lation der Methylester aus Stearin- und Palmitinsiiure (61% C,gH-,O, 
und 39% C,,H».0,) bestand. Der niedriger schmelzende Anteil der Oxime 
lieferte nach Abtrennung kleiner Mengen fester Fettsiiuren, eine fliissige 
ungesittigte Fettsiiure C,,H,,0,, von der mit einiger Wahrscheinlichkeit 
angenommen werden kann, da sie mit Olsiure identisch ist. 


— COOH) 


Unter den Spaltprodukten der Acetalphosphatide des Gehirns 
ist damit das Vorhandensein von drei héheren Aldehyden und zwar 
n-Hexadecanal (Palmitinaldehyd), n-Octadecanal (Stearindehyd) und 
n-Octadecenal (Oleinaldehyd ?) nachgewiesen. 


Darstellung der Oxime. Zur Darstellung der Oxime wurde das aus 3 g 
Dimethylacetal in der bereits beschriebenen Weise gewonnene Aldehydgemisch in 
10 cem Alkohol gelést und mit einer wasserig alkoholischen Lésung von Hydroxyl- 
amin versetzt (dargestellt durch Auflésen von 1 g Hydroxylaminchlorhydrat in 
1 cem Wasser, Eintragen von 1 g Natriumcarbonat (wasserfrei), Zugabe des 4- bis 
5fachen Volumens Alkohol und Filtration des ausfallenden Natriumchlorids). 
Nach kurzer Zeit begann das Oximgemisch der gesiittigten Aldehyde (I) sich 
kristallin abzuscheiden. Der rein weiBe Niederschlag wurde nach Stehen iiber 
Nacht abgesaugt. 1,2 g. Schmp. 79—81°. 

Aus dem Filtrat wurde durch Abdestillieren des Lésungsmittels und Auf- 
nahme des Riickstands mit Ather der in Lésung verbliebene Anteil der Oxime 
(Oximfraktion der ungesattigten Aldehyde (II)] als éliger Riickstand gewonnen, 
der beim Stehen im Exsikkator kristallin erstarrte (1,5 g). 

3) Diese Z. 191, 183 (1930). 
4) Diese Z. 281, 25 (1944). 
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Die Fettsiuren aus der Oximfraktion der gesattigten Aldehyde. 
4,36 g der Oximfraktion I wurden 30 Minuten mit etwa 20 ccm Essigsaureanhydrid 
unter RiickfluB gekocht. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels im Vakuum 
wurde das Reaktionsprodukt in Ather aufgenommen und die atherische Lésung 
zur Entfernung des noch vorhandenen Saureanhydrids mit Sodalésung ausgeschiit- 
telt. Das aus der atherischen Lésung gewonnene Cyanid (3,95 g) wurde dann durch 
18stiindiges Kochen mit 30% iger Natronlauge, der noch etwas Alkohol hinzu- 
gefugt war, unter RiickfluB verseift. Aus den zur Entfernung von unverseifter Sub- 
stanz mit Ather behandelten Seifen wurden 3,39 g freie Saéuren erhalten. Schmp. 
55—56,5°. 

25,3 mg: 1,824 ccm n/20 alkohol. NaOH, — 12,98 mg: 0,05 cem n/10- Brom- 
lésung. Gef.: Aquiv. Gew. 278. Jodzahl 4,9. 

Das Sauregemisch wurde nun in die Methylester itibergefiihrt und diese in 
dem Apparat von Schuwirth (Linge der Fraktionierkolonne 10 cm) fraktioniert 
destilliert. 






































Methylester Freie Saure 
B Umbkristallisiert Schmp. |Aquiv. 
Menge | Schmp. | Schmp. | Aquiv. : = Gew. 
Gew. Schmp. Aquiv. 
g °C °C °C Gew. T6) 
1] 0,36 — 26 56,5 259/260 57 261 H,,H3.0. 
2] 0,40 26 55,5 262/266 62,5 | 256,3 
3] 0,21 26 56 262/264 
4 0,50 28,5 56 268/268 57,5 269 
5] 0,60 31 60 275/278 | 66,5 278 
6] 0,99 36 62 283/284 69 283/284 igtls ve 
7} 0,15 — 65,5 292/294 68 286 ak 








Fraktion 1 war offensichtlich eine mit etwas Stearinsiure verunreinigte Pal- 
mitinsdure. Sie gab mit Palmitinsaure (Merck puriss. Schmp. 61,5°) keine Schmelz- 
punktsdepression. In Fraktion 6 lag ziemlich reine Stearinsiure vor. Obgleich der 
Schmelzpunkt der nicht umkristallisierten Saiure noch auffallend niedrig war, 
zeigte die aus Aceton umkristallisierte Substanz den fiir Stearinsdiure richtigen 
Schmelzpunkt. Glanzende Blattchen. Mit einem Stearinsiurepriparat von Merck 
(puriss. Schmp. 68°) trat keine Schmelzpunktsdepression auf. 

Auch Fraktion 7 (in der Kolonne verbliebener Anteil) ist noch in der Haupt- 
sache Stearinséure. Die Anwesenheit von héheren Homologen ist unwanhrschein- 
lich, da beim Umkristallisieren das Aquivalentgewicht wieder nahezu auf den Wert 
fiir Stearinsdure absinkt. Destillationsriickstand: 0,11 g. 

Das aus dem Oxim erhaltene Saiuregemisch muBte demnach aus Palmitin- 
und Stearinsaure bestanden haben, so daf sich folgende Zusammensetzung ergibt: 
































Menge der Methylester in g Summe 
l 2 | 3 4 5 | 6 [7 @ | of 
Cy, 0,32 | 0,29 | 0,16 0,30 0,17 0,02 1,26 39 
Ci, 0,04 | 0,11 | 0,05 0,20 0,43 0,97 | 0,15 | 1,95 61 


Die Fettsduren aus der Oximfraktion der ungesattigten Al- 
dehyde. 3 g der Oximfraktion II wurden in entsprechender Weise wie I auf dem 
Wege iiber das Cyanid in die Fettsaure ,iibergefiihrt. Nach der Verseifung des 
Cpatiils mit 30° iger Natronlauge wurde mit Wasser verdiinnt und das — 
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bare mit Ather-Petrolather ausgeschiittelt. Die aus der wasserigen Schicht in Frei- 
heit gesetzten Fettsiuren wurden nach Twitchell in feste und fliissige Fettsiuren 
getrennt [Menge der festen Fettsiuren: 0,74g.. JZ 38,5 (26,4 mg: 0,80 ccm 


n/10-Bromlésung) }. 
Flissige Fettsiuren. 1,82 g. Sie wurden in die Methylester iibergefiihrt 


und diese im Vakuum destilliert. 1,42 g wasserklares, diinnfliissiges Ol. Die daraus 
dargestellte freie Siure war bei Zimmertemperatur fliissig, erstarrte bei 0° kristallin 
und schmolz dann unscharf bei 7° (Schmp. der reinen Olsdure 14°.) 
21,00 mg: 1,478 ccm n/20 alkohol. NaOH.— 32,6 (41,9) mg: 2,25 (2,94) ecm 
n/10-Bromlésung. 
C,gH,,0, ber.: Aquiv.-Gew. 282,3. Jodzahl 89,6. 
gef.: 284. 87,6/89,0. 


Zur weiteren Charakterisierung der so erhaltenen ungesattigten Fettsaure 
wurden 0,49 g des Methylesters in alkoholischer Lésung mit Palladium-BaSO,- 
Katalysator hydriert. Daraus freie Saure: 0,47 g. Schmp. 67—67,5. Aquiv. 
Gew. 284 (23,0 mg: 1,618 ccm n/20 alkohol. NaOH). Durch nochmaliges Um- 
kristallisieren aus Aceton wurde reine Stearinsaéure erhalten. Glanzende Plattchen. 
Schmp. 69—69,5°. Mit Stearinséure (Merck puriss. Schmp. 68°) trat keine Schmelz- 


punktsdepression auf. 
22,3 mg: 1,570 ccm n/20 alkohol. NaOH. 


C,gH,,0, ber.: Aquiv. Gew. 284,3. 

gef.: 284. 
Die Oximfraktion II enthalt demnach als Hauptprodukt n-Octadecenaldoxim. 
Die Untersuchung wurde durch Mittel des Reichsforschungsrats unterstiitzt. 


Uber die elektrometrische Formoititration mit einer 
Antimon-Kleinelektrode 


Von A 
Theodor Bersin und Hermann J. Mayer*) 


Mit 3 Abbildungen im Text 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Marburg/L.) 


(Der Schriftleitung ‘zugegangen am &. Juli 1944) 


Sérensen?) fiihrte im Jahre 1907 die Formoltitration ein, die 
dann fiir die Verfolgung proteolytischer Reaktionen in der Enzymologie 
Bedeutung erlangte. [hr Prinzip beruht bekanntlich auf der Ausschaltung 
der positiv geladenen NH,-Gruppe durch Formol. Nach Balson und 
Lawson (2) soll es sich dabei um folgende Umsetzungen handeln: 





t+ ao — sia,on . 
CH,OH + ¢ CH,0 
a" ee a 
\cH,OH —' H,0 \CH,O” 


—*) D4 
1) Sérensen, Biochem. Zschr. 7 (1908), 46. Diese Z. 64 (1940), 120. 
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Ein gewisser Nachteil haftet aber der Sérensen-Titration insofern 
an, als der Umschlag des als Indikator verwandten Phenolphthaleins 
nur unter bestimmten Bedingungen den Endpunkt der Titration er- 
kennen liBt. (Vgl. den Verbesserungsvorschlag von Tuenter, Chem. 
Weckbl. 33, 1936, 671.) Daher erschien es wiinschenswert, eine objek- 
tive Nullpunktmethode auszuarbeiten und sodann deren Verwendbar- 
keit im MikromaBstab zu untersuchen. 

Von Balson und Lawson?) ist die Formoltitration mit Hilfe der 
Wasserstoffelektrode bereits potentiometrisch durchgefiihrt worden. 
Sie hat aber den Nachteil, daB eine exakte Bestimmung in Gegenwart 
von Oxydations- oder Reduktionsmitteln nicht durchfiihrbar ist. Es 
lag nahe, fiir diese Zwecke die Glaselektrode zu verwenden®). Da 
jedoch die bisherigen Ausfiihrungsformen eine zu geringe mechanische 
Stabilitaét besitzen, wurde auf die Antimonelektrode zuriickgegriffen, 
die nach Fischbeck und Einer‘) in O,freier Lésung als Elektrode 
zweiter Art mit einer unléslichen Oxydschicht durch Beeinflussung der 
Sb*++ auf Wasserstoffionen anspricht®). 

In der Tat erwies sich dieses Verfahren als durchfiihrbar, wenn man 
durch einen Stickstoffstrom, der gleichzeitig zum Riihren verwandt 
wird, fiir die Entfernung des stérenden Sauerstoffes sorgt. Im wesent- 
lichen wird die Messung durch eine 2polige Elektrodenkette getiitigt, 
die aus einer Bezugs- und einer Mebelektrode besteht. Als Bezugs- 
elektrode mit unveriinderlichem Potential wurde in diesem Falle die 
Kalomelelektrode der Firma H. A. Freye, Braunschweig, verwandt, 
der als MeBelektrode eine Antimonelektrode gegeniibergestellt wurde. 
So zeigt diese Elektrodenkette jeweils nach der verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentration der betr. Lésung eine verschiedene Potential- 
differenz. Aus der gemessenen Potentialdifferenz der Kette laBt sich 
dann der pq-Wert berechnen. Als Anzeigeinstrument diente ein Ultra- 
jonograph nach Wulf-Kordatzki®), der nach der Ausschlagmethode 
arbeitet. : 

Nachdem, in unten noch beschriebenen grundlegenden Versuchen, 
die Brauchbarkeit der *Antimonelektrode fiir biologische Reaktions- 
gemische bewiesen wurde, erhob sich die Frage, ob nicht durch zweck- 
entsprechende Kombination der getrennten Elektroden ‘eine Mikro- 
elektrode hergestellt werden kann, die die Bedingungen: Handlichkeit, 
Bestimmung kleiner und kleinster Fliissigkeitsmengen und gr6Bt- 
mdglichste Genauigkeit erfiillte. Die Beschreibung der Zeichnung Abb. 1 
(halbe natiirliche GréBe) kennzeichnet am besten den Werdegang der 
KXonstruktion. 


2) Balson u. Lawson, Biochem. Journ. 30 (1936), 1257. 
3) Dunn u. Loschakoff, J. Biol. Chem. 113 (1936), 3100. 
4) Fischbeck u. Einer, Z. elektrochem. angew. physikal. Chemie 44 (1938), 


5) Kauko u. Knappsberg, C. 1989, II, 4195. 
6) Kordatzki, Taschenbuch der prakt. pg-Messung, Miinchen 1935, Miller 
und Steinicke. 
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In Hohe der Schliffendigung ist an der Kalomelelektrode ein diinnes Glas- 
rohr als Zufiihrungsleitung fiir den gleichzeitig zur Riihrung verwandien Stick- 
stoff angebracht worden, das unterhalb der eigentlichen Elektrode nach innen in 
die gesittigte KCl-Lésung eingefiihrt ist, um zentral verlaufend mit dem sich nach 
unten verjiingenden Endstiick der Elektrode in einer Ebene abzuschlieBen. Der 
dadurch entstandene freie Ring wurde mit einem entsprechend ausgestanzten 
porésen Kautschukring geschlossen und somit eine leitfahige Verbindung zwischen 
dem KCl des inneren Elektrodenteils und der auBeren MeBfliissigkeit geschaffen. 

Nachdem nun alle Versuche, einen brauchbaren elektrolytischen Nieder- 
schlag auf das Glasende der Elektrode nach der von Claudatus’) angegebenen 
Art zu erzeugen, fehlgeschlagen waren, wurde versucht, nach der von Pfann- 
hauser®) angegebenen Technik einen Antimonnieder- 
schlag auf ein vorher genau auf die Endspitze ge- 
paBtes und gelétetes Kupferhiitchen zu bringen. Aber 
auch diese Resultate waren wenig befriedigend. Wenn 
es auch gelang, einen entsprechend starken Sb-Nieder- 
schlag zu gewinnen, so entstanden bei der weiteren 
Verarbeitung — Léten der Zufiihrungsleitung usw. — 
immer wieder grébere und auch feinere Defekte in 
der Antimonauflage, unter der dann das unterlegte 
Kupfer oder das spaiter verwandte Messing zutage 
trat. War es einmal gelungen, einen scheinbar fehler- 
losen Niederschlag zu erhalten, so deuteten stark 
streuende MeBergebnisse wieder auf Defekte hin, die 
dann auch tatsachlich bei starkerer VergréBerung in 
Form feiner Haarrisse gefunden werden konnten, und 








die wohl durch Verziehung der beiden Metalle — Cu 
und Sb — bei Temperaturschwankung entstanden 
sein diirften. 


} Von Versuchen auf elektrisch zerstaéubten Me- 
tallen als Unterlage auszugehen, wurde nach diesen 
MiBerfolgen abgesehen, zumal der Gedanke auf- 
tauchte, nach der in der Zahntechnik zur Herstellung 
der Kronenringe gebrauchlichen Methode einen Antimonring zu schleudern. Es 
wurde zunichst ein der Elektrodenspitze genauestens anmodelliertes Wachsmodell 
hergestellt, das mit einer Reihe von Stiften fiir die spaiteren Zufiihrungskanale 
fiir das fliissige Metall sorgfaltigst in einer Muffel eingebettet wurde. Schon der 
erste Versuch zeigte, daB das Antimon sich zum Schleudern in fliissiger Form 
bestens eignet. An dem der Muffel entnommenen und gesauberten Ring brauchten 
mit den entsprechenden Instrumenten nur grébere Unebenheiten entfernt werden. 
Auf das Endstiick aufgesetzt, zeigte sich eine ausgezeichnete PaBform ohne die 
geringste Verziehung. 

Nachdem der Ring mit Pizein zur Vermeidung von Liicken, in denen sich 
stérende Reste etwaiger friiherer Titrationen und Messungen festsetzen kénnten, 
aufgekittet war, wurde die angelétete Ableitung am Glas hochgefiihrt (D) und unter- 
halb der Stickstoffzufiihrung an einer kleinen Rohrschelle befestigt und in ihrer 
ganzen Lange mit Zaponlack abgedeckt. Spaterhin zeigte sich dann, da besonders 
bei stirkerer alkalischer Reaktion der Lack ungeeignet war. Erst ein von der 
Firma Winkelmann in Hiltrup (Westfalen) eigens hierzu hergestellter Abdecklack 
(Glasso-Abdecklack) erfiillte alle gestellten Bedingungen®*). 


Zunichst wurde nun eine Eichkurve der Elektrode durch Messung 
der Potentialdifferenz mit Lésung von bekanntem steigendem fq vorge- 





7) Claudatus, Biochem. Ztschr. 304 (1940), 49. 
8) Pfannhauser, Galvanotechnik Bln., Julius Springer. 
88) Den Vertrieb der Elektrode hat die Firma H. A. Freye, Braunschweig 


tibernommen. 
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nommen und die Ergebnisse in Form einer Kurve aufgetragen, die 
jederzeit die Ablesung des y-Wertes durch die von dem Ionographen 
angezeigte Millivoltzahl gestattet. Diese Eichung wurde in Abstinden 
wiederholt, um Kurvendifferenzen auszugleichen und so eine Gewihr 
fiir die Richtigkeit des abgelesenen Wertes zu haben. Als Puffer- 
lésungen wurden die von Mc. Jlvain*) angegebenen, aus zwei Stamm- 
lésungen bestehenden Puffergemische verwandt. Bei der Eichung ergab 

sich folgende Kurve (Abb. 2). Der 





eae —— Verlauf der Kurve ist gerade, die 
ad | graphisch interpolierten, sowie die 

r Eichung der Sb-Elektrode mit q : as 

} Medinal - Puffer 4 nach der Nernstschen Formel: 

I 1 E— “J x 

I ] Pux = Puy — (18) 


rechnerisch erhaltenen a stim- 
men mit den experimentell gefun- 
denen Zahlen iiberein (+ 0,02, in 
einem einzigen Falle + 0,03). 

Die graphische Aufzeichnung der 
in verschiedenen Zeitabstinden er- 
mittelten Werte fortlaufender pq-Rei- 
hen hat sich in vielen Messungen als 
sicherste und genaueste Kontrolle fiir 
die Leistung und Genauigkeit der 
ee ee ee Elektroden erwiesen. In etwa zehn 
fortlaufenden Messungen zur Eichung 

Abb. 2 hat sich ergeben, daB die Anderung 

der mV-Zahl um eine fg-EKinheit 

60,04 mV betrigt. Kor datzki ermittelte fiir den Idealfall den theo- 

retischen Wert von 57,7 mV, Biirki und Ostwald) fanden in ihrer 
kritischen Arbeit 55,25 mV. 

Wesentlich bei der Benutzung der Antimonelektrode ist die Beibe- 
haltung sich immer gleichbleibender Arbeitsmethoden. Der zur Riihrung 
benutzte N, wird aus der Stahlflasche in einen entsprechenden Gaso- 
meter gebracht, dessen Schlauchsystem bis zur Elektrode méglichst 
kurz sein soll, um unerwiinschte Gemische mit der atmosphirischen 
Luft zu vermeiden, bei denen sich erst nach liingerem Durchblasen ein 
geniigend konstantes Gleichgewicht mit der MeBfliissigkeit gebildet hat. 
Ist der Stickstoff nicht rein, werden streuende Werte erhalten, die erst 
nach mehreren Messungen entsprechende Genauigkeit erhalten. Gleich- 
zeitig ist bei der Durchstrémung auf gréBtmdéglichste GleichmaBigkeit 
zu achten. Die Angabe von Parks und Beard ?®), da8 ohne Riihrung 
héhere Potentialwerte gemessen werden, bestiitigte sich. Britton und 
Robinson?) geben an, daB durch Riihren das Potential erniedrigt wird. 

®) Birki u. Ostwald, Helvetica Chimica Akta XXII (1939), 34. 


10) Parks u. Beard, Am. Chem. Soc. 54 (1932), 856 
11) Britton u. Robinson, Journ. Chem. Soc. Lond. 1981, S. 458. 
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Zur Vermeidung von Differenzen, die durch Temperaturschwan- 
kungen nervorgerufen werden, empfiehlt es sich, bei méglichst gleich- 
bleibender Temperatur zu arbeiten, oder durch entsprechende Korrek- 
turen die Werte spiater anzugleichen. Schukhoff und Awseje- 
witsch?2) fanden bei ihren Elektroden pro 1° Temperaturzunahme 
folgenden Potentialanstieg : 


Uo Gd Sgn 3 5 7 9 
ges. Kal. Elektr. mV 0,7 1,2 1,8 2,9 


Bei einer der gegossenen Antimonelektroden betrug die Steigerung 
der Potentialdifferenz: 


Temperatur .. 5° 10° 15° 20° , 30° 
yee oes Reese 402 408 412 420 
BD sissies 286 290 296 


Zugleich ist auch auf gleiche bzw. gleichbleibende Temperatur 
der in den Biiretten befindlichen Standardlésungen zur Herstellung 
der steigenden fq-Reihen zu achten. Unterschiede von 1°C ergeben 
schon Abweichungen von 0,5 bis 1 mV. In diesem Zusammenhang muB 
auch auf die Empfindlichkeit des Ionographen auf Schwankungen der 
Luftfeuchtigkeit hingewiesen werden. Bei gréberen Schwankungen 
andert sich trotz gleichbleibender Elektrodenoberfliche und der mit dem 
N, in einem konstanten Gleichgewicht stehenden MeBfliissigkeit die Kin- 
stellungszeit des Potentials, die unter den beschriebenen Bedingungen 
durchschnittlich in 1/, Minute erreicht ist und dann fiir praktische 
Messungen eine ausreichende Potentialfestigkeit besitzt. 

Die kleinste noch zu messende Fliissigkeitsmenge betragt 0,2 ccm, 
unter Umstiinden sogar 0,1 cem, + ~bei daran zu denken ist, daB bei 
der Titration das Volumen der MeBfliissizx9it zunimmt und im Anfang auf 
vorsichtige Beliiftung zu achten ist, damit die geringe Fliissigkeitsmenge 
nicht auseinandergespritzt wird. 

Nach H. Schiff, Friedenthal und Salm!*) wurde die Millivolt- 
zahl des Farbumschlages von Phenolphthalein ermittelt, um bei den 
Titrationen diesen Punkt anzugeben. Bei 466 mV zeigte sich zuerst ein 
hellrosa Farbton, um dann bei weiterer Zugabe von NaOH bei 530 mV 
ein sehr deutliches Rot zu erreichen. Bis zu diesem Punkt wurden dann 
alle Aminosiiuren und enzymatischen Reaktionsgemische titriert. 

Das benutzte Formol wurde jeweils vor dem Gebrauch mit der 
bei den Titrationen verwandten n/10 oder n/20 NaOQH-Lésung bis zu 
dem ermittelten Umschlagspunkt des Phenolphthaleins, also bis 530 mV 
elektrometrisch neutralisiert, und dann bei weiteren Versuchen die 
jeweils bendtigte Menge Alkali zugegeben. Es hat sich als praktisch 
erwiesen, nicht allzu groBe Mengen neutralisierten Formols auf einmal 
herzustellen, da sich darin bei liingerem Stehen Polymerisationsprodukte 





12) Schukoff u. Awsejewitsch, Zeitschr. Elektrochem. 37 (1931), 771. 
13) Schiff, Anal. d. Chem. 310, 25 (1899); 319, 59, 287 (1901); 325, 348 IT 
(1902). 
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bilden!*). Das benutzte Formol ist von Zeit zu Zeit auf Laugenzugabe 
zu kontrollieren, nach gréBeren Zeitabschnitten wurden immer kleinere 
Differenzen gefunden. 

Die verwandte Natronlauge wurde CO,-frei nach Kiister!) herge- 
stellt und mit iiber Kaliumpermanganat doppelt destilliertem und mit 
einem Bunsenventil ausgekochtem Wasser auf die gewiinschte Ver- 
diinnung gebracht. 
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Abb. 3. Die Ans&tze enthielten 1,0 ccm n/10 NH,Cl bzw. 1,0 cem n/10 Alaninlésung bzw. 1,0 ccm 
n/10 Asparaginsiiure und dazu 1,0 ccm Pufferlésung sowie 1,0 com H,O 


Zunichst wurden die klassischen Versuche Sérensens an einigen 
Aminosiuren und Ammoniumchlorid wiederholt und dabei gleichzeitig 
Titrationskurven in der von Kordatzki angegebenen Art angefertigt 
(siehe Abbildung 3). 

Bei der Aufstellung der Kurven wurden auf die Abszisse eines Koordinaten- 
systems die verbrauchten com NaOH aufgetragen und auf die Ordinate die er- 
reichten Millivoltzahlen. Der Umschlagspunkt wird dadurch ermittelt, daB eine 
an die Kurve angelegte Tangente in diesem Punkte am steilsten ist). Bei allen 
kurvenmaBig aufgezeichneten Titrationen lag der Wendepunkt bei 530 mV. 


14) Dowall, C. 1937, IT, 489. 
15) Vgl. Treadwell, Ztschr. anorgan. Chem. XIII, 134, 1897. 
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Nachdem nun die Voraussetzungen fiir eine elektrometrische 
Formoltitration geschaffen waren, soll an einigen Beispielen gezeigt 
werden, da diese Methode sich zum Nachweis enzymatischer Reak- 
tionen eignet. 
I. Proteolysen!*) 
1. Elektrometrische Titration einer Papainproteolyse 
(Papain aktiviert durch KCN) 
20,0 cem 4°% Gelatine?!’) 
5,0 cem einer Lésung von 1,35 g Papain 1 : 100 (Merck) 
+ 0,05 g KCN + 50 cem H,O 
10,0 ccm Pufferlésung fy 5. 


Zeit verbrauchte n/10 NaOH 
0 3.01 cem 
]h 3,85 ccm 
Differenz 0,84 com 


2. Elektrometrische Titration der Kathepsinwirkung im Leber- 

extrakt nach Kolobkowa'§). 

Ansatz: 5,0cem 4% Gelatine; 5,0ccm H,O0; 5,0cem HS-Glutathion- 
lésung, aequimolar der von Kolobkowa angegebenen 0,8% 
Cysteinlésung; 5,0 cem Pufferlésung py 5,8, 5,0 ccm Zen- 
trifugat des Leberextraktes. 


Zeit verbrauchte n/10 NaOH 
0 3,19 cem 
20h 5,73 com 
Differenz + 2,54 cem 


Innerhalb einer Zeitspanne von 20 Stunden konnte die Kathepsin- 
wirkung auf Gelatine mit 2,54 cem n/10 NaOH erfaBt werden. 


Il. Synthesen?*) 
1, Aktivierung des Kathepsins durch Porphyrindin”’). 
Ansatz: 10,0 cem durch Papain verdaute Gelatine 
5,0 cem Leberextrakt 
5,0 cem Pufferlosung py 5 
3,0 cem Porphyrindin; 7 mg auf 10 cem H,0O. 


Zeit verbrauchte n/10 NaOH 
0 16,5 cem 
3h 13,2 ccm 
Differenz — 3,3 ccm 


16) Th. Bersin, Kurzes Lehrbuch der Enzymologie, 1939, 2. Aufl. S. 92. 
Vgl. auch ReiB, C. r. Soc. biol. 122 (1936), 568; 128 (1938), 1197. 

17) Nach Spychalski, C. 1940, II, 2652, hat Gelatine bis zu 3° keinen 
EinfluB auf die pg-Messung mit der Sb-Elektrode. 

18) Kolobkowa, Biochim. (russ.) 4, 295 (1939). a 

19) Das Normalpotential des Porphyrindins, fiir dessen Uberlassung wir 
Herrn R. Kuhn-Heidelberg dankbar sind, liegt bei + 570 mV; vgl. Kuhn und 
Desnuelle, Diese Z. 251, 14 (1938). 
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2, Ansatz: 10,0 ccm abgebaute Gelatine 
5,0 com Leberextrakt 
5,0 cem Pufferlésung fy 5 
3,0 cem Suprareninlésung; 0,1 molar?®) 


2,0 cem H,O 


Zeit verbrauchte n/20 NaOH 
0 16,16 cem 
3h 15,03 ccm 
Differenz — 1,13 ccm 
Zusammenfassung 


Es wird eine elektrometiische Formoltitration mittels einer Anti- 
mon-Kleinelektrode beschrieben, die allen Bedingungen der klassischen 
Methode gerecht wird und den Verlauf proteolytischer Reaktionen in 
hrem zeitlichen Verlauf festzulegen gestattet. 


Diese Arbeit wurde mit Mitteln der Giirber-Stiftung am Physiologisch- 
Chemischen Institut der Universitit Marburg in den Jahren 1938—1940 fertig- 
gestellt. Durch zeitbedingte Umstinde kann die Veréffentlichung erst jetzt er- 
folgen. 





20) Beim Normalpotential des Adrenalins + 390 mV war nach ReiB!*) eine 
synthetisierende Wirkung des dem Papain ahnlichen Kathepsins noch zu erwarten. 

21) Fuhrmann, Elektrometrische py-Messung mit kleinen Lésungsmengen, 
Julius Springer, 1941. 


Dopa-oxydase und Vitiligo 
Von 
P. Ohlmeyer und H. Hiillstrung 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut und der Hautklinik der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1944) 


B. Bloch!) hat die pigmentarmen Stellen der Haut bei Vitiligo 
als arm an pigmentbildender Dopa-oxydase erkannt. 

Wir konnten zeigen, da® vitiligindse Haut eine abnorm niedrige 
Atmung besitzt, und fanden in der Fliissigkeit aus Hautblasen einen 
Faktor, der den Sauerstoffverbrauch der Haut auf normale Werte 
bringt. Der Faktor ist niedrigmolekular und hitzebestindig?). 

Diese Fliissigkeit fiel durch ihren Gehalt an Dopa-oxydase auf, 
und daher haben wir neuerdings gepriift, ob die atmungsteigernde 
Substanz zu diesem Ferment in Beziehung steht. Wir dialysierten 


1) Diese Z. 98 (1916), 266. 
2) Diese Z. 280 (1944), 118; insbesondere S. 122. 
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Blaseninhalt zur Gewinnung von atmungsteigerndem Dialysat gegen 
wenig Ringerlésung?) und zur Gewinnung von Fermentprotein gegen 
viel Wasser. Tab. I mit den drei Versuchen A, B u. C zeigt, daB diese 
beiden Priparate in der Katalyse der Oxydation von Dioxyphenylalanin 
einander ergiinzen. Dialysat allein war unwirksam. 

Tabelle 1 


Manometrischer Ansatz: Hauptraum: 0,6 ccm Fermentprotein; 0,15 cem 
0,33 m Phosphatpuffer mit 5 mg Dioxyphenylalanin; Birne: 0,6 cem Dialysat 
bzw. Ringerlésung; Einsatz: 0,2 ccm 10 proz. Natronlauge; Gasraum: Luft. 
Vr = 2,0 ccom; pq = 7,4; ¢ = 37°C. Angabe des Sauerstoffverbrauchs in emm/h. 
Das frische unbehandelte Ferment fiihrte 22 cmm/h herbei. 




















Versuch 
Zusatz 
A B C 
Ringerlésung ...... 1 ] 3 
DIAIVEAD 6. G 6 3 88 6 10 7 


Das Dialysat aktiviert also einerseits das Atmungssystem der Haut, 
die Dopa schlecht oxydiert, andererseits Dopa-oxydase, die infolge von 
Dialyse ihre Aktivitit weitgehend eingebiiBt hat. Wir fanden aber, 
daB noch eine zweite Fliissigkeit katalytische Wirkung auf beide Oxy- 
dationssysteme ausiibt: der SchweiB. 

Wir lieBen hautgesunde Personen im Lichtkasten sich den SchweiB 
mit einem feuchten Schwamm abtupfen. Die gesammelte Fliissigkeit 
wurde durch ein Bakterienfilter gesaugt und im Vakuum ein wenig 
eingeengt. Ihre Wirkung auf die dialysierte Dopa-oxydase des Blasen- 
inhalts geht aus Tab. II hervor. 

Tabelle 2 

Ansatz wie zu Tab. 1, aber in Versuch B und C war Schwei8 im Hauptraum 

vorgegeben. Sauerstoffverbrauch: emm/h. 




















Versuch 
A B C 
hs Hauptraum . — 0,1 0,2 
SchweiB (com) { Ban vig 0,1 0,2 0.2 
Vor Hinkippen... .. = . 1 4 6 
Nach Einkippen ...... 5 11 12 





Auch der Faktor im Schwei8 leidet unter Aufkochen nicht. Er bleibt 
im Trockenriickstand erhalten und ist in Athanol und Ather unléslich. 
Aus 700 cem SchweiBfliissigkeit gewannen wir durch Eindampfen im 
Vakuum einen Riickstand, der nach stundenlangem Stehen unter 
Alkohol und unter Ather getrocknet 1,84 g wog. 

Tab. III zeigt den Einflu&8 von SchweiB und in Ringerlésung 
proportional geléstem Trockenriickstand auf die Hautatmung bei 
Vitiligo. 
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Tabelle 3 
Manometrischer Ansatz. Hauptraum: Hautschnitte in 1,0ccm Ringer- 
lésung; Zusitze nach der Tab.: Einsatz: 0,2 com 10proz. Natronlauge; Gasraum: 
Luft. Vr = 2,0 ccm (mit Ringerlésung aufgefiillt); ¢ = 37°C. 


























SchweiB Lésung von SchweiBriickstand 

A B A B 
Zusatz (eem) — 0,6 — 0.6 — 0.2 — | 0,2 
Qo, . - . . |—0,85 | — 1,85 | — 0,75 | — 1,65 | — 0,56 | — 1,15 — 0,55 | — 1,81 











In der Tatsache, daB eine zweifache Wirkung: auf das Oxydations- 
system der vitiligindsen Haut und auf die enzymatische Oxydation 
von Dioxyphenylalanin auBer bei Blasenfliissigkeit auch bei SchweiB 
beobachtet wird, sehen wir die Annahme begriindet, daB es sich um die 
Wirkung ein und derselben Substanz handelt, nimlich um Coferment- 
wirkung. Zum physiologisch-chemischen Erscheinungsbild der Vitiligo 
gehort dann der Mangel der Haut an dem Coferment der Dopa-oxydase, 
der zu verringerter Atmung und verringerter Pigmentierung fihrt. 

Nach B. Bloch ist der histologische Nachweis von Dopa-oxydase 
in pigmentarmer Haut negativ. Man sollte erwarten, daB diese sogen. 
Dopareaktion bei Zugabe unseres Faktors positiv ausfillt. Nun ist die 
Reaktion aber nur in reinstem Wasser ausfiihrbar; wir stellten fest, 
daB bei Zugabe von (salzhaltigem) Dialysat die Reaktion schon mit 
normal pigmentierter Haut nicht gelingt, und daher wire diese Priifung 
nur mit dem gereinigten Faktor méglich. 

F. Kubowitz hat gefunden, daB Polyphenol-oxydase, ein Kupfer- 
proteid, die Oxydation von Dioxyphenylalanin und Tyrosin durch 
Sauerstoff katalysieren kann*). Dieses Ferment ist von dem Ferment 
der Haut verschieden, denn bei der Dialyse gegen Wasser erleidet es. 
keinen Wirkungsverlust. Zudem stellten wir folgendes fest: 


1. Kupferionen erhéhen nicht die Atmung vitiliginéser Haut; 

2. Schwei8 erhéht nicht die Aktivitit der Kartoffeloxydase (Erste 
Acetonfaillung nach F.Kubowitz mit Ammoniumsulfat  frak- 
tioniert und dialysiert) ; 

3. Fermentaus Hautblasen katalysiert nicht die Oxydation von Tyrosin. 
Der letztere Befund vermehrt zugleich die Argumente*) gegen 

Tyrosin als Vorstufe von Hautpigment. Weiterhin wurden Kopro- 
porphyrin®), Fumarsiiure und Ascorbinsiure ohne Wirkung auf die 
Atmung vitiliginédser Haut gefunden. 


Friiulein M. Wagner hat bei dieser Untersuchung wertvolle Hilfe 
geleistet. Der Firma Hoffmann-La Roche danken wir fiir die Unter- 
stiitzung der Arbeit. 

8) Biochem. Z. 292, (1937) 221; 299 (1938), 32. 

4) Vgl. z. B. F. Schaaf, Arch. Derm. 176 (1938), 646. 


°) Die Anregung zu dieser Priifung und die Substanz verdanken wir der 
Freundlichkeit von Herrn Prof. Hans Fischer-Miinchen. 
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Zusammenfassung 

1, Dialysat aus dem Inhalt von Hautblasen, der die Atmung vitili- 
gindser Haut erhéht, zeigt auch Cofermentwirkung bei der Dopa- 
oxydase aus Blaseninhalt. 

. Diese beiden Wirkungen hat auch der SchweiB. Wir schlieBen 
daher, da8 der bei Vitiligo fehlende Hautfaktor das Coferment der 
Dopa-oxydase ist. 

3. Die Polyphenoloxydase von Kubowitz und das Ferment aus Haut- 

blasen sind voneinander verschieden. 

4, Der gesuchte Hautfaktor ist nicht Kupfer, Koproporphyrin, 

Ascorbinsiure oder Fumarsiure. 


bo 


Hefegartest und Vitamin-B,-Bestimmung. II. 
Spezifitét der Pyrimidinkomponente des Aneurins 


Von 


Kurt Heyns und Edith Tauber 


(Aus dem Chemischen Institut der Hansischen Universitit Hamburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1944) 


Uber Grundlagen, Ausfiihrungsweise und Anwendbarkeit des Hefe- 
Testes fiir die Bestimmung von Vitamin B, wurde in der 1. Mitteilung in 
dieser Zeitschrift berichtet!). Unter bestimmten Bedingungen liBt sich 
eine weitgehend spezifische Aktivierung der Hefegirung durchfiihren, 
wobei der Zuwachs an gebildetem Kohlendioxyd gegeniiber einem 
Normalversuch sich fiir den Nachweis von Aneurin und Aneurinpyro- 
phosphat auf Grund quantitativer Beziehungen auswerten liBt. 

Die aktivierende Wirkung des Aneurins auf den Abbau von Glukose 
durch die Hefezelle ist mit groBer Wahrscheinlichkeit mit der Wirkungs- 
weise des Pyrophosphorsiureesters als Coferment der Carboxylase bei 
der Decarboxylierung der Brenztraubensiure im intermediiren Zucker- 
abbau verkniipft. Der Befund einer aktivierenden Wirkung des Pyri- 
midinanteils des Aneurinmolekiils im Hefetest — zur Anwendung 
gelangte 2-Methyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidin-hydrochlorid — wiirde 
dann bedeuten, daB die Hefezelfe imstande sein mu8, den Thiazolanteil 
des Molekiils zu synthetisieren und mit dem dargebotenen Pyrimidin- 
anteil zu kuppeln. Die Thiazolkomponente des Aneurins, verwendet 
als 4-Methyl-5-f-oxyithylthiazol, bewirkte keinerlei Aktivierung der 
Hefegirung. 

Zur Kenntnis der Spezifitait des Hefe-Testes und dariiber hinaus- 
gehend zur Beurteilung der Zusammenhinge zwischen Hefegirung, 


1) K. Heyns, Diese Z. 258 (1939), 219. 
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Hefewachstum und Aktivierungsmechanismus erschien es wissenswert, 
weiterhin der Frage nach der Spezifitit der Pyrimidine im Hefegiirtest 
hinsichtlich der Substitutionen am Pyrimidinring nachzugehen. Es 
sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, daB die antineuritische 
Wirksamkeit des Vitamins B, an héher organisierten Organismen bei 
verschiedenen geringfiigigen Substitutionsiinderungen am Pyrimidin- 
oder Thiazolteil des Molekiils zwar nicht gleich véllig verloren geht, 
aber doch immerhin gegeniiber dem Aneurin zumeist um mehrere 
Zehnerpotenzen abnimmt (abgesehen vom Ersatz der Methylgruppe in 
2-Stellung des Pyrimidinringes durch Athy] und allenfalls n- und iso- 
Propyl?)). 

Zur Klairung der Frage nach der Wirksamkeit und Spezifitét im 
Hefe-Test wurde die Beeinflussung des Girverlaufes durch eine Reihe 
von verschiedenartig substituierten Pyrimidinen einer niheren Priifung 
unterzogen. Zur Anwendung gelangten die folgeriden Pyrimidinderivate: 


I. 2-Methyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidinhydrochlorid 

II. 2-Methyl-4-amino-5-iithoxymethylpyrimidin 
III. 2-Methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidindihydrochlorid 
IV. 2-Methyl-4-amino-5-brommethylpyrimidinhydrobromid 
V. 2-Methyl-4-amino-5-carbonsiiureiithylesterpyrimidinhydro- 


chlorid 
VI. 2-Methyl-4-amino-5-carbonsiiureamiddihydrochlorid 
VII. 2-Methy]-4-amino-5-cyanpyrimidin 
VIII. 2-Methyl-4-amino-pyrimidinhydrochlorid 
IX. 2-Methyl-4-methylamino-5-oxymethylpyrimidin 
X. 2-Methyl-4-acetylamino-5-aminomethylpyrimidinhydrochlorid 
XI. 2-Methyl-4-oxy-5-iithoxymethylpyrimidin 
XII. 2-Methy]-5-ithoxymethylpyrimidin 
XIII. 2-Athyl-4-amino-5-brommethylpyrimidinhydrobromid 
XIV. 2-Benzyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidinhydrochlorid 
XV. 2-Phenyl-4-amino-5-ithoxymethylpyrimidinbase 
XVI. 4-Amino-5-oxymethylpyrimidinhydrochlorid 
XVII. 6-Methyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidin 
XVIII. 2-Methyl-4-amino-5-oxymethy]-6-oxypyrimidinbase 
XIX. 2-Phenyl-4-methyl-5-ithoxymethylpyrimidin 


XX. 2-Methyl-4-methyl-5-aminomethylpyrimidin 

XXI. 2-Phenyl-4-methyl-5-cyanpyrimidin 
XXII. 2-Methyl-4-acetylamino-5-carbonsiuremethylesterpyrimidin 
XXIII. 2-Methyl-6-oxypyrimidinhydrochlorid 


Von den vorstehend aufgefiihrten Pyrimidinen entsprechen I bis VIII der 
folgenden allgemeinen Formel, in welcher R die jeweils nebenstehende Bedeutung 
besitzt: 





*) Vgl. hierzu die Zusammenstellung bei Stepp, Kiihnau und Schroeder, 
Die Vitamine und ihre klin. Anwendung, 6. Aufl., 1944, S. 84 und 87. 
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N, = .C—NH, I R = —CH,- OH V R = —CO-00,H, 
—_ Il R = —CH, - 00,H VI R = —CO- NH, 
er @s Ill R=—CH,-NH, VII R=—CN 
a IV R =—CH,- Br VIII R = —H. 


Wird in der Pyrimidinformel der Rest R am C-Atom 5 durch den Ausdruck CH,- 
thiazol ersetzt, so liegt die Formel des Aneurins vor (das Thiazol in 4- und 5- 
Stellung durch Methyl bzw. B-Oxyathyl substituiert). Die Formeln der Pyrimidine 
I bis VIII unterscheiden sich vom Aneurin demnach nur durch andersartige Sub- 
stitution am C, des Pyrimidinringes, wobei die Substanzen I bis IV mit dem 
Aneurin noch die Methylenbriicke gemeinsam haben, wahrend die Pyrimidine 
V bis VII am C, ein Kohlenstoffatom in héherer Oxydationsstufe aufweisen und 
in VIII sich an der gleichen Stelle lediglich der unsubstitutierte Wasserstoff befindet. 

Die Pyrimidine der Formeln IX, X, XI und XII besitzen alle am C, die 
Methylenbriicke, unterscheiden sich jedoch durch Veranderungen an der Amino- 
gruppe am C, des Pyrimidinringes. Wahrend in LX und X statt der freien Amino- 
gruppe am C, Methylamino- bzw. Acetylaminogruppen vorliegen, ist die Amino- 
gruppe in X1 gegen Hydroxyl ausgetauscht und in XII gegen Wasserstoff. 

Die Substanzen XIII, XIV, XV und XVI besitzen gleicherweise alle am C; 
die Methylenbriicke; ferner ist in allen Fallen eine 4-Aminogruppe vorhanden. 
Der Unterschied liegt hier in der Substitution am C,, wobei das normalerweise 
an dieser Stelle im Aneurin vorliegende Methyl ersetzt worden ist durch die Athyl-, 
Benzyl- bzw. Phenylgruppe, oder aber durch Wasserstoff bei XVI. 

In dem Pyrimidin XVII ist die Methylgruppe aus der normalen Stellung am 
C, nach C, verschoben. — XVIII enthalt bei normaler Substitution an den C- 
Atomen 2, 4 und 5 eine zusitzliche Oxygruppe am C-Atom 6. — In den Kérpern 
XIX, XX und XXI ist die Aminogruppe am C-Atom 4 durch eine Methylgruppe 
ersetzt, bei sonst ,,normaler‘‘ Substitution in XX, wahrend in XIX iiberdies das 
2-Methyl durch Phenyl ersetzt ist und in XXI auBerdem keine Methylenbriicke 
vorliegt. — Die Substanzen XXII und XXIII wurden mit untersucht, da sie zu- 
fallig zur Verfiigung standen. 

Die beschriebenen verschiedenartig substituierten Pyrimidine 
enthalten alle wesentlichen zur Beurteilung der Spezifititslage wichtigen 
Variationsméglichkeiten, obgleich naturgemi’ noch zahlreiche andere 
interessante Substitutionsprodukte denkbar sind. Die nachstehend 
erérterten Priifungsergebnisse iiber das Verhalten im Giirtest lassen 
jedoch erkennen, da eine Veranlassung zur Ausdehnung der Unter- 
suchungen auf weitere Pyrimidinderivate nicht erforderlich erscheint. 

Zur Ausfiihrung der Teste wurde in gleicher Weise verfahren, wie in der 
1. Mitteilung ausfiihrlich beschrieben worden ist. Nach 1, 2 und 4 Stunden wurden 
Zwischenwerte, nach 6 Stunden jeweils die Endwerte der Kohlendioxydentwick- 
lung abgelesen. Die verwendete Hefe stammte zumeist aus eigener Ziichtung, 
und zwar wurde hierzu mit Rasse M-Berlin sowie mit Fleischmann-Hefe gearbeitet, 
wahrend eine Bickerhefe des Handels mit gutem gleichbleibenden Garvermégen 
eingesetzt werden konnte. Zusitze von Nicotinsiure und Pantothensiure beein- 
fluBten die Ergebnisse dem Sinne nach gar nicht, den Zahlenwerten nach nur sehr 
geringfiigig. Uber die hier bestehenden Zusammenhange wird in einer beson- 
deren Mitteilung berichtet werden. 

Die nachfolgenden Ergebnisse wurden unter Verwendung von 
15 cem der Girlésung A und 25 cem der Girlésung B erhalten. In den 
6 ReaktionsgefiiBen wurden auBer dem Nullwert zwei Vergleichswerte 
mit bekannten Mengen Aneurin und 3 GefiBe mit steigenden Mengen 
des zu priifenden Pyrimidins angesetzt. Es ergab sich fiir alle Versuche 
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folgender Ansatz: — in den folgenden Tabellen werden die entsprechen- 
den Sparten mit den gleichen Zahlen 1—6 bezeichnet — 

1. Nullwert 

2. Vergleichswert mit 5y Aneurin 

3. Vergleichswert mit 25 y Aneurin 

4. Test mit x Pyrimidin, aquimolekular mit 5 y Aneurin 

5. Test mit y Pyrimidin, aquimolekular mit 25y Aneurin 

6. Test mit z Pyrimidin, aquimolekular mit 50 y Aneurin. / 
Aus Tabelle 1 ist die bei Anwendung von 2-Methyl-4-amino-5-oxymethyl- 
pyrimidinhydrochlorid (Pyrimidin I) im Vergleich zu Aneurin und zum 
Nullwert erhaltliche Kohlendioxydentwicklung sowie der sich daraus 
ergebende Zuwachs und die berechnete Aktivierung ersichtlich. 


Tabelle 1 
































1 | zg | 38 4 d 6 
in 25 2,6y 13 yp 26y 
Nullwert iain hace Pyrisni- | Pyrimi- | Pyrimi- 
. main din I din I din I 
ecm CO, in 6 Std. 525 673 805 667 793 820 
ecm CO,-Zuwachs — + 148 + 280 + 142 + 268 + 295 
°, Aktivierung — 28 52 27 50 58 


Die aus der Tabelle 1 zu entnehmenden, durch mehrfache gleichartige 
Versuche bestiitigten Werte lassen erkennen, da das Pyrimidin I dem 
Aneurin in seiner girungsaktivierenden Wirkung vergleichbar ist. Es 
sei erwiihnt, daB bei der Verwendung der obengenannten Bickerhefe 
gelegentlich eine schwache anfingliche Hemmung eintrat; die Akti- 
vierung setzte dann etwas spiiter und verzégert ein, ohne die mit Aneurin 
erhiltlichen Werte vollig aufzuholen. Die Ursache fiir dies abweichende 
Verhalten konnte nicht gefunden werden. Das Ausmaf der Aktivierung 
war bei der Biickerhefe sowohl beim Aneurin als auch bei den gepriiften 
wirksamen Pyrimidinen bei den Testwerten 2 und 4 nur 18 bis 20%, 
bei den Werten 3 und 5 40 bis 42°. AuBerdem blieb die Aktivierung 
durch die wirksamen Pyrimidine in einigen Fiillen hinter den fiir die 
Aneurinwirkung gemessenen Werten etwas zuriick. 

Die fiir die Pyrimidine I bis VIII gemessenen Werte sind aus Ta- 
belle 2 zu entnehmen, wobei der besseren Ubersicht halber fiir das 
GefaiB 1 der Nullwert nach 6 Stunden (eingeklammert) und fiir die Ge- 
fie 2 bis 6 jeweils der Zuwachs gegeniiber dem Nullwert nach der 
gleichen Zeit und die Prozentzahlen eingetragen sind. Hierzu sei darauf 
hingewiesen, daB die Messungen jeweils ohne Temperaturkorrektur 
durchgefiihrt werden, da ein Ansatz von 6 GefiBen immer unter gleichen 
Bedingungen steht und im allgemeinen nur ein Vergleich der Werte des 
gleichen Versuches unter sich erfolgt. 

Die in Tab. 2 zusammengestel!ten Werte zeigen eindeutig, da8 nur 
die Pyrimidine I bis IV befihigt sind, eine dem Aneurin weitgehend 
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Tabelle 2 
Pyrimidine I bis VIIT 
1 2 3 . 4 5 6 
com ecm % | com ye ccm ws cem ri “COM % 

I | (568) | + 158 | 28] + 304 |54] + 142 | 25] + 278 | 49) + 3 2 55 

II | (534) | + 135 | 25] + 268 |50] + 108 | 20} + 230 | 42] + 294 55 
III | (622) | + 152 |24] + 340 155] + 106 | 17] + 198 | 32] + 298 48 
IV | (564) | +.172 |30] + 278 |49] + 141 | 24] + 236 | 42] + 276 49 
V | (514) | + 128 |25] + 248 | 48 Oo} 0 Oo} 0 0 0 
VI | (588) | + 139 [24] + 318 |54);— 4] OJ — 47 OJ — 5& 0 
VII | (642) | + 188 |29] + 360 |56] — 62 |—9} — 58 |—9] — 68 |—10 
VIII | (602) | + 178 |29] + 302 |50/,+ 2] 0 Oo} 0 0 0 








iiquivalente Wirkung im Girtest auszuiiben, wihrend die Pyrimidine 
V bis VIII wirkungslos sind, oder im Falle der Substanz VII sogar eine 
deutliche Hemmung im Vergleich mit Aneurin zeigen. Auch die wirk- 
samen Pyrimidine, insbesondere III, erscheinen gegeniiber den iiqui- 
valenten Mengen Aneurin etwas schwiicher in der Héhe der Aktivierung; 
dabei ist zu bemerken, daB die Verdoppelung der Pyrimidinmenge 
von yy zu zy (Spalte 5 u. 6) nur einen verhiltnismaBig schwachen 
weiteren Anstieg der Aktivierung zur Folge hat. — Bei einer Betrachtung 
der Formelbilder ergibt sich weiterhin, dag nur solehe Pyrimidine dem 
Aneurin in seiner giirungsaktivierenden Wirksamkeit vergleichbar sind, 
die am C-Atom 5 eine CH,-Gruppe aufweisen. Sobald sich an dieser 
Stelle die Gruppierungen —CO— oder —CN befinden, also Kohlenstoff 
in héherer Oxydationstufe, ist eine Verwertung im Stoffwechsel der 
Hefezelle nicht mehr méglich; eine Reduktion dieser Gruppen durch die 
rag findet demnach nicht statt. Nicht verwertbar ist ferner das am 

C; des Ringes nicht substituierte 2-Methyl-4-aminopyrimidin VIII. Es 
steht damit zunichst fest, daf nur solche Pyrimidine im Girtest unter 
anaeroben Bedingungen wirksam sein kénnen, die bei intakter Methyl- 
gruppe in 2 und Aminogruppe in 4 die gleichfalls auch im Aneurin- 
Pyrimidin am C-Atom 5 vorliegende CH,-Briicke, die im Aneurin zum 
Thiazol fiihrt, bereits vorgebildet enthalten. 

Die bei Anwendung der Pyrimidine IX bis XII gemessenen Zu- 
wachswerte an cem CO, sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Es zeigt 
sich, daB jede an der Aminogruppe in 4-Stellung in den gepriiften Sub- 
stanzen vorgenommene Veriinderung, und zwar Methylierung, Acety- 
lierung, Ersatz durch Hydroxyl oder Eliminierung der Substitution 


Tabelle 3 
Pyrimidine IX bis XII 











| l 2 3 4 S . 6 
[X (630) + 176 | + 368 +4 +4 +9 
xX (588) 4+ 146 | + 290 ae +2 eo 
XI (594) + 154 + 282 0 0 0 
XI (644) +190 | + 335 a4 _ «% 
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durch Wasserstoff dazu fiihrt, daB die Kérper im Girtest nicht mehr zu 
aktivieren vermégen. 

Lediglich das mit einer Methylaminogruppe am C, versehene Pyri- 
midinIX zeigte auch in Wiederholungen des Testes eine Aktivierung um 
1°% im GefaiB 6. In einem weiteren Versuch wurde das Pyrimidin IX 
noch in einer Menge von | und 10 mg eingesetzt, da eine allerdings nur 
sehr schwache antineuritische Wirksamkeit bei einem an der Amino- 
gruppe des Pyrimidins methylierten Aneurin vorliegen soll?). Eine 
Aktivierung der Giirung iiber 2°% hinaus konnte jedoch auch mit 
derart hohen Mengen an 2-Methyl-4-methylamino-5-oxymethylpyrimidin 
nicht beobachtet werden, so daB eine echte Vitaminwirkung fraglich 
erscheinen muB. Uber das an den Pyrimidinen XIII bis XVI gewonnene 
Priifungsergebnis berichtet die Zusammenstellung in Tabelle 4. Diese 
Derivate umfassen die Substitutionsiinderungen am C-Atom 2, ohne dai 
Veriinderungen am C, und am C; gegeniiber I vorgenommen worden sind. 


Tabelle 4 
Pyrimidine XIII bis XVI 











1 2 3 4 5 6 
XH (540) + 152 + 264 + 150 | +244 |] + 294 
XIV (662) + 198 + 304 + 8 + 8 + 10 
XV (618) + 170 + 275 + 10 + 10 + 10 
XVI (564) + 168 + 270 + 12 + 16 + 22 


is ist klar ersichtlich, daB die durch XIII bewirkte Aktivierung der 
Girung der Aneurinaktivierung aquivalent ist, wihrend XIV und XV 
praktisch als wirkungslos angesehen werden kénnen (AusmaB der Akti- 
vierung etwa 1%). Der durch XVI bewirkte Zuwachs liegt immerhin 
bei etwa 3° und muB wohl als schwache Aktivierung der Girung aufge- 
faBt werden. Das Vorliegen schwacher Pluswerte wurde in mehrfach 
wiederholten Untersuchungen gleichmiig bestiitigt. — Die im Aneurin 
vorliegende Methylgruppe am C-Atom 2 des Pyrimidinringes kann’ ohne 
Verlust der Wirksamkeit durch Athyl ersetzt werden, wihrend die 
anderen gepriiften Substituenten (Phenyl, Benzyl und Wasserstoff) 
zu Stoffen fiihren, die jedenfalls unter den Bedingungen des Hefetestes 
als praktisch wirkungslos angesehen werden kénnen. Es ist damit zu 
rechnen, da andere aliphatische Gruppen an C, ahnliche Wirkungen 
entfalten kénnen, wihrend eine praktische Beeinflussung der Aneurin- 
spezifitat fiir den Test kaum gegeben erscheint. 

Es zeigte sich, daB die restlichen Pyrimidine XVII bis XXIII im 
Hefegirtest ausnahmslos wirkungslos sind. 

Im Hinblick auf die Verinderungen der Substituenten am Pyrimidin 
ergibt sich, daB eine Verschiebung der Methylgruppe von C, nach C, 
(XVII) einen Verlust der giirungsaktivierenden Wirkung zur’ Folge hat. 
Das Gleiche gilt offenbar, wenn in 6-Stellung ein zusitzlicher Substi- 
tuent auftritt (XVII). Der Ersatz der Aminogruppe in 4-Stellung des 
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Ringes durch den Methylrest (XIX bis XXI) fiihrt gleichfalls zu einem 
Verlust der biologischen Wirksamkeit. In XXII und XXIII sind zu 
viele Faktoren der Substitution geiandert, so daB das Vorliegen unwirk- 
samer Derivate nach den vorstehend mitgeteilten Ergebnissen von vorn- 
herein vermutet werden konnte. 

Fiir die praktische Anwendung der Aktivierung der Hefegirung zur 
Bestimmung von Vitamin B, ergibt sich aus den nunmehr nachge- 
wiesenen Spezifititsverhiltnissen kaum eine Einschrinkung, da mit 
einer Stérung der Reaktion durch die Anwesenheit von Pyrimidin- 
kérpern mit den erforderlichen Strukturen bzw. Substitutionen an den 
C-Atomen 2, 4 und 5 nicht zu rechnen ist, es sei denn, man hielte das 
Vorhandensein der Pyrimidinkomponente des Aneurins selbst in bio- 
logischen Fliissigkeiten fiir wahrscheinlich. Auch die als Bestandteile 
von Nukleinséuren natiirlich vorkommenden Pyrimidine Zytosin, 
Uracil und Thymin entsprechen in keiner Weise den Bedingungen 
hinsichtlich der Substitutionen an den verschiedenen C-Atomen des 
Ringes, so daB auch von dieser Seite keine Stérungen erwartet werden 
k6nnen. 

Die weitgehend spezifische Wirksamkeit von 2-Methyl-4-amino- 
5-methylenpyrimidin, wie sie (allenfalls mit Ausnahme chemisch nahe 
verwandter aliphatischer Substitution in 2) durch die vorliegenden 
Untersuchungen nachgewiesen wurde, fiihrt jedoch zu der weiteren 
Frage, ob die Pyrimidinkomponente des Aneurins in der obigen Fassung 
direkt wirksam ist, oder ob die Hefezelle zuvor eine Uberfiihrung in 
Aneurin oder Aneurinpyprophosphat vornehmen mu8. Uber diesbe- 
ziigliche Untersuchungen wird in einer weiteren Mitteilung berichtet 
werden. 


Warmemessung bei Reaktionen der Phosphatase und Fumarase, 
Von 
Paul Ohlmeyer 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1944) 


Das volle Verstiindnis des chemischen Geschehens im Organismus 
setzt die thermodynamische Betrachtung voraus, und insbesondere die 
enzymatische Katalyse von Gleichgewichtsreaktionen verlangt die 
Erforschung der Energieverhaltnisse. Dabei ist die Kenntnis ihres Wirme- 
bedarfs sehr oft eine unerliBliche Bedingung. In Bestiitigung und Er- 
weiterung der bisher vorliegenden Ergebnisse, die vor allem O. Meyerhof 
zu verdanken sind, haben wir kalorimetrische Messungen bei Ferment- 
reaktionen unternommen, deren erste Resultate wir im folgenden 
mitteilen. 
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I Die kalorimetrische Methode 
Die Apparatur 
Da es leichter ist, eine Temperatur konstant zu halten, als sie mit 
derselben Genauigkeit zu messen, haben wir ein Verfahren der ,,iso- 
thermen“ Wirmemessung entwickelt.: Wir lassen die Reaktion in 
einem kleinen Thermostaten mit intermittierender elektrischer Heizung 
ablaufen, dessen bekannter Wirmebedarf dann durch die Summe von 
Stromarbeit und Reaktionswirme gedeckt wird. Die Differenz der 
Stromarbeiten vor und bei Reaktion ist also gleich der gesuchten 


chemisch erzeugten Wiirme. 

Konstante Temperatur in der Umgebung des ReaktionsgefaBes wird durch 
einen elektrisch geheizten Wasserthermostaten von 301 Inhalt erreicht. Zu den 
Bedingungen fiir die Konstanz gehért ein Heizelement mit groBer Oberflache und 
kleiner Warmekapazitaét und in seiner Nahe ein empfindliches Kontaktthermo- 
meter. Der Strom wird so gewahlt, daB Heizzeit und Heizpause etwa gleich lange 
dauern; dadurch wird erreicht, daB die minimale Schwankung der Temperatur, 
die mit der unvermeidlichen Tragheit der Regulation gegeben ist, nicht wesent- 
lich tiberschritten wird. 

Die Schwankung um die Mitteltemperatur bestimmen wir wie folgt: Der 
Abkihlungskoeffizient, d. h. die stiindliche Anderung der Temperatur des unge- 
heizten Thermostaten, ausgedriickt in Prozent der anfinglichen Temperatur- 
differenz gegen die Umgebung, betrug 6,2°,. Der Thermostat stand 4,3° héher 
als der Raum; die Heizpause dauerte 15s. Betrachtet man die logarithmische 
Kurve der Abkithlung naherungsweise als linear, so folgt fiir die Schwankung: 


1 6,2 15 
ne ee ao cectall - 0,00056°. 
7 a 100 | 3600 . 


Die Mitteltemperatur, gemessen mit dem Beckmannthermometer, blieb tage- 
lang fest. 

In den Thermostaten taucht ein Glaszylinder ein, der das Kalorimeter, ein 
DewargefaiB von 50 ccm Fassungsvermégen aufnimmt. Dieses steht also in einem 
Luftmantel, 35 em unter dem Wasserspiegel. Wir fiillen es mit 20 cem der Reak- 
tionslésung A, in welche die Kiivette eines Kontaktthermometers und eine isolierte 
Heizspirale aus Konstantandraht mit etwa 60 Windungen eintauchen. Die Reak- 
tionslésung B, meistens das Ferment, befindet sich vor der Reaktion in einem 
GefaiB von 0,15 cem Inhalt, das an einem Haken unter dem Stopfen aufgehingt 
ist. Ein Hebel streift dieses GefaiB bei Reaktionsbeginn ab, es kippt und bleibt 
so hingen, daB seine Offnung eben eintaucht. Die Fortsetzung des Hebels nach 
oben ist ein diinnes Glasrohr, das zum Anschlu8 an ein Manometer dient. Durch 
eine verschlieBbare Offnung im Stopfen wird bei Beendigung der Reaktion das 
EiweiBfillungsmittel eingebracht. Das Kontaktthermometer tragt dicht unter 
dem Kopf einen Wattekragen, der am Rande des Glaszylinders anliegt und in 
der Mitte den Manometerrohr-Hebel durchlaiBt. Ein elektromagnetischer Kléppel 
versetzt dem Kopf des Thermometers alle 7 s leichte StéBe, die die Lage des Kon- 
taktfadens nicht vertindern; dadurch wird das Kleben des Quecksilberfadens 
eingeschrankt. 

Die Temperaturdifferenz A @ zwischen der Reaktionslésung und dem Thermo- 
staten betragt meistens einige Hundertstel Grad. Aus 1% = 0,1°, dem Abkiih- 
lungskoeffizienten des KalorimetergefaiBes von 46°, und der Dauer der Heizpause 
von 18 s ergibt sich fir die Schwankung der Temperatur in der Reaktionslésung 
S = + 0,00012°. ‘ 

Wir bestimmen die Dauer der Heizzeit mittels einer elektrischen Zahluhr, 
die im Nebenschlu8 des Batterieheizkreises liegt und wie die Heizspirale Strom 
iiber ein Relais bekommt, sobald das Kontaktthermometer ausschaltet. Die 
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Schalthaiufigkeit kann an einem Zahlwerk abgelesen werden. Zwei Schaltuhren 
bewirken zur gewahlten Stunde SchlieBung des Heizkreises und (nach Eintritt 
der Temperaturkonstanz) Einschaltung der Zahluhr. 


Das MeBverfahren 


Haben Heizzeit und Heizpause gleiche Dauer, so kommt die Kon- 
stanz der mittleren Temperatur offenbar dadurch zustande, da wihrend 
der Heizzeit zweimal so viel Wiirme zugefiihrt als fortlaufend abgefiihrt 
wird. Die Stromstirke unter diesen Bedingungen sei 7’. Dann ent- 
spricht die Wairmezufuhr der Stromleistung N, = 2’? - W und der fort- 


a 
laufende WirmeabfluB der Stromleistung — N, = “> - W, worin W den 
elektrischen Widerstand der Heizspirale bedeutet. Mit der Stromleistung 


, 


p12 
N, = 7 -W wiirde also bei ununterbrochener Heizung Konstanz 
erreicht. 

Ist unter anderen Bedingungen die Dauer der Heizzeit ¢, die Dauer 
der Heizpause ?#’ und die Stromstiirke 7, so entspricht der Wairmegewinn 
iiber ¢, d. h. die Differenz zwischen Wirmezufuhr und Wiirmeabflu8, 

ne 
der Stromarbeit A, = 7?- W -t— = -W-t und der WirmeabfluB iiber 
mm 2 
’ der Stromarbeit — A, = 5 -W-t'. Aus der Konstanz der mittleren 
Temperatur folgt, daB Wirmegewinn iiber ¢ und Wiarmeabflu8 iiber ¢’ 
entgegengesetzt gleich sind, und so ergibt sich 


: ° t 
P eae 2. l 
= +14/2 ' 
+ / ae (1) 
worin nur das positive Vorzeichen einen physikalischen Sinn hat. Unter 
273 
i” 


-W 


allgemeinen Bedingungen wird also mit der Stromleistung N, = - 


. t 
ee) se 
12-W rat 
Den Ausdruck 


bei ununterbrochener Heizung Konstanz erreicht. 





nennen wir Qy, den Heizquotienten. Wir 





t 
t+ 
finden ihn als Mittelwert, wenn wir am Ende einer bestimmten Meb- 
periode, zu Beginn einer Heizpause +'¢, die Summe aller Heizzeiten an 
der Zihluhr ablesen und durch die Dauer der MeBperiode dividieren. 

Ist Qg nach Eintritt des Temperaturausgleichs vor Beginn der 
Reaktion bestimmt, so findet man wihrend einer Reaktion mit Wirme- 
t6énung einen anderen Wert Q’y. Q’y ist kleiner als Og bei exothermer, 
gréBer bei endothermer Reaktion; Zwischenwerte im Verlauf der Reak- 
tion zeigen einen Gang mit deren Geschwindigkeit und fiihren am SchluB 
wieder auf Qy. 

Bei der Warmemessung benutzen wir den Mittelwert Q’y fiir die 
Zeit t zwischen dem Beginn der Reaktion und dem Ende des Versuchs. 
Dann folgt aus der Stromleistung 


eae eee Se (2) 
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die Reaktionswirme als A = 7? -W- t (Qq — Q’q) oder, weil Q'_- t = Le 
abgelesen wird: 

A=i7?-W:-(Qq:t— 2). (3) 
Hierin werden i in Ampére, W in Ohm und t und XY? in Sekunden aus- 
gedriickt; man findet die Reaktionswiirme in Wattsekunden und nach 
Multiplikation mit dem Faktor 0,239 in Grammkalorien. 

Der Warmebedarf des KalorimetergefiiBes vor der Reaktion und 
damit der MeBbereich wird durch A #, die variable Temperaturdifferenz 
zwischen GefaBfiillung und Thermostat, festgelegt. A@ braucht nicht 
genau bekannt zu sein. Wir messen meistens tiber zwei Stunden und 
richten den chemischen Vorgang so ein, daB zwischen 50 und 250 Milli- 
grammkalorien in der Stunde entwickelt werden. 


Priifung der Apparatur 


1. Versuch. Konstanz von Qy. Das Kalorimeter wurde mit Wasser- 
fiillung 7 h geheizt; Qq wurde zehnmal iiber etwa 40 min bestimmt. 


Qn ) Fy Qu 
(0...7h) A) (“9 (5,5... 7h) 


0,411 

















+ 4,6 + 0,9 0,416 

2. Versuch.. Anwendung von Gleichung (1). Nach dieser Gleichung 
kann man i’, die Stromstirke fiir die Bedingung Qy = 0,5 berechnen, wenn 17, 
die effektive Stromstairke und Qy, der zugehérige Heizquotient bekannt sind. 
Fir die Priifung der Apparatur mit Hilfe dieser Beziehung wurde 7 so variiert, 
daB Qy (iiber 60 min) innerhalb des praktisch wichtigen Bereichs 0,15—0,75 
gefunden wurde: fiir 7’ ergab sich mit geringer Streuung ein konstanter Wert. 
Gleichung (1) war also erfiillt. 


























7(mA) 2,07: 2,43 2.58 2,79 3,94 
Ox 0,671 0,487 0,440 0,370 0,191 
i’ (mA) 2,40 2,40 2,42 2,40 2,43 


3. Versuch. Anwendung von Gleichung (2). Nach dieser Gleichung 
kann man eine zusatzliche thermische Leistung N errechnen, wenn det zugehérige 
Heizquotient Q'q und die GréBen 7?- W und Qy bekannt sind. Fir die Priifung 
der Apparatur mit Hilfe dieser Beziehung wurde neben die Heizspirale mit dem 
Widerstand W = 225,4 Q eine zusitzliche Spule mit W, = 59,22 gelegt. Durch 
die Stromstarke ¢, im zweiten Heizkreis war dann eine (konstante) thermische 
Leistung N = 1,2- W, gegeben, die kalorimetrisch mit einem mittleren Fehler 
von + 5% gefunden wurde. Gleichung (2) war also erfiillt. 





























A @ (°) 0,025 0,037 0,144 
@ (mA) 1,99 1,99 2,18 2,18 3,59 3,59 
if 0,550 0,550] 0,564 0,564 0,680 0,680 
a, (mA) 1,17 1,56 | 1,91 2,54 3,44 5,35 
‘ 0,448 0,376} 0,362 0,202 0,456 0,078 
{ ber. 0,81 1,44 2,16 3,82 7,00 17,00 
(Watt - 10+) | gef. 0,91 1,37 2,16 3,87 6,50 17,45 
BCA + 12,4 — 4,9 +0 [+1,3, 7,1 + 2,6 





TN) 
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Il Wirmemessungen bei Fermentreaktionen 
Spaltung von Adeninnukleotid 

Die Energieumwandlung bei der Abspaltung von Phosphorsiure 
aus Adeninnukleotid interessiert wegen ihres Beitrags zur Wirme- 
bildung im tatigen Muskel und neuerdings besonders nach der Ent- 
deckung des Zusammenhangs zwischen Dephosphorylierung von Adeno- 
sintriphosphorsiure und Verkiirzung der Myosinfaser '). 

Die Wiarme der Reaktion 
Adenosintriphosphorsiure —- Adenosinmonophosphorsiiure + 2 Phos- (1) 
phorsiure 
haben schon O. Meyerhof und K. Lohmann?) errechnet, indem sie die 
drei Reaktionen: 


Adenosintriphosphorsiure - Inosinmonophosphorsiiure + 2 Phosphor- 
siure + Ammoniak, 
Adenosinmonophosphorsiure — Inosinmono phosphorsiiure + Ammoniak 

und 
TInosintriphosphorsiure — Inosinmonophosphorsiure + 2 Phosphorsiure 
im thermometrischen Kalorimeter von Meyerhof mit Muskelferment 
verwirklichten. Nachdem wir gefunden hatten, da die Phosphatase 
der Prostata die Phosphorsiiure aus Adeninnukleotid quantitativ ab- 
spaltet®), haben wir die beiden Reaktionen: 

Adenosintriphosphorsiure - Adenosin + 3Phosphorsaiure 
und 

Adenosinmonophosphorsiiure — Adenosin -++ Phosphorsiure 
kalorimetrisch gemessen und so die Wiirmeténung der Reaktion (1) er- 
rechnet. Meyerhofs und unsere Ergebnisse stimmen sehr gut iiberein. 


Spaltungswarme der Adenosinmonophosphorsaure. Ansatz: 40 mg 
Substrat; 0,15 ccm dial. Prostataferment ; 0,015 m Citrat-Salzsiure; Vp = 20,15cem; 





; ; Chem. 
Versuch ‘ Qn i at A Umsatz U f 
(mA) (s) (s) (Ws) | (mmol) |(cal/mol)| (°%) 








1,12 0,608 | 6860 2965 0,65 0,115 | —1350 | —12,9 
1,12 0,666 | 6930 3200 0,76 0,110 |} —1650 }+ 6,5 
1,12 0,725 | 6425 3670 0,52 0,082 1520 |+ 1,3 
1,24 0,381 | 6670 1455 0,72 0,101 | —1700 | + 10,0 
1,24 0,597 | 7060 3375 0,55 0,099 | —1330 | —14,2 
1,24 0,420 | 8210 2320 0,75 0,105 | —1700 | + 10,0 
1,24 0,557 | 9720 4380 0,68 0,101 | —1600 |}+ 3,2 


Mittel: — 1550 
1) W. A. Engelhardt, M. N. Ljubimova und R. A. Meitina, C. R. Acad. 
Sci. URSS. 30, 644 (1941), zitiert nach C. 1942, II, 66. 
2) Biochem. Z. 191, 125, 19; 258, 431, 1932. 
3) P. Ohlmeyer, Diese Z. 282, 1 bes. 11, 1945. 
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Py = 3,7; B = 24,3°C. Zur Abtétung des Ferments 3 ccm 20 proz. Trichlor- 
essigsdure. Bestimmung von abgespaltenem P. Rechnung nach Gleichung (3); 
W = 428,1Q; U = Warmetoénung, bei exothermer Reaktion tragt sie nach der 
neueren Zeichengebung das negative Vorzeichen. 


Spaltungswarme der Adenosintriphosphorsaure. Die Substanz ent- 
hielt 0,14 P-Aquivalente Adenosinmonophosphorsiure als Begleitstoff. Ansatz: 
9 mg Substrat; 0,15 ccm dial. Ferment; 0,015 m Citrat-Salzsiure; Vr = 20,15 ccm; 

= 3,7; @ = 24,3°C. Bestimmt wurde die Bildung von anorg. P (a) und die 
Abnahme des leicht hydrolysierbaren P(b). (a— 36) entspricht der Adenosin- 
monophosphorsaure, deren Spaltungswirme A’ = 1550+ 0,239-! Ws/mol in die 
Berechnung einging. « mol = 10~® Mol. 





























: ; ve P (mg) 
Versuch On a 
(mA) (s) (s) anorg. « |. hydr. 
A 1,20 0,496 9550 4000 |- + 0,509 — 0,251 
B 0,904 0,628 9550 4080 tL 0,675 — 0,365 


Berechnung: 




















Adenosin- er 7" 
é es Adenosintriphosphorsaiure 
. A monophosphorsaure 
Versuch 
Umsatz A’ Umsatz A—A’ U 
(Ws) | (4 mol) (Ws) (« mol) (Ws) (cal/mol) 
A 4,59 4,26 0,275 4,05 4,315 — 25500 
B 6,70 4,13 0,268 5,90 6,052 — 26100 











Fiir die Wiirmet6nung bei der Abspaltung von 3 P aus Adenosintriphos- 


phorsiure wurden also im Mittel — 25800 cai/mol gefunden. Durch 
Subtraktion des Wertes fiir die Spaltung von Adenosinmonophosphor- 
siiure folgt fiir Reaktion (1) — 25800 + 1550 = — 24250 cal/mol. 


Meyerhof und Lohmann haben 24000 cal/mol errechnet. 


Hydrolyse von Glycerinphosphorsiure. 

Vor kurzem haben wir die phosphatatisch katalysierte Reaktion 
Glycerin + Phosphorsiiure = Glycerinphosphorsiiure thermodynamisch 
berechnet und kalorimetrisch gemessen*) S. 14. Aus dem Temperatur- 
koeffizienten der Gleichgewichtskonstante folgte nach der Reaktions- 
Jona = an die Wirmeténung —- 1300 cal/mol. fiir die 
{sterspaltung. Da die Wiirmemessung denselben Wert ergab, so war 
damit zum erstenmal gezeigt, daB eine Hydrolase als echter Katalysator 
ein echtes Gleichgewicht einstellen kann. Hier bringen wir die genauen 
Belege fiir die Wiirmemessung. 





isochore 


Ansatz: 125mg Substrat als Kaliumsalz; 6,15 cem dial. Prostataferment; 
0,015 m Citrat-Salzsiure; Vr = 20,1l5ccm; py = 4,5; & = 24,39C. — Be- 
stimmung von P. 
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Veesacli a W Q e at A “'msatz U 
si (mA) (Q) H (s) (s) (Ws) | (mmol) | (cal/mol) 
A 2,93 225,4 0,640 5580 3100 0,90 0,19 -— 1170 
B 2,72 428,1 0,472 4365 1840 0,69 0,116 1380 
C 1,20 428,1 0,582 7310 2040 1,36 0,246 1300 
D 1,60 428,1 0,550 6640 2560 1,19 0,246 1160 


Hydratation der Fumarsiure 

K. P. Jacobsohn*) berechnete die Reaktion Fumarat + Wasser = 
1(—) Malat auf Grund des Temperaturkoeffizienten der Gleichge- 
wichtskonstante und fand fiir die Hydratationswirme — 4100 cal. 
Auch H. A. Krebs, D. H. Smyth und E. A. Evans*) bestimmten die 
Gleichgewichtskonstante bei verschiedenen Temperaturen; aus ihren 
Werten folgt nach der Gleichung der Reaktionsisochore — 3420 cal. 
Jacobsohn fand den Betrag von 4100 cal jedoch nicht in Einklang 
mit dem Temperaturkoeffizienten der Geschwindigkeitskonstanten 
fiir Hin- und Riickreaktion, verwarf daher die Berechnung mit Hilfe 
der Reaktionsisochore und bildete eine Hypothese, die in Anlehnung 
an Vorstellungen H. v. Eulers die Temperaturabhingigkeit auf die 
Beteiligung des Ferments zuriickfiihrt. Eine wesentlich niedrigere 
Hydratationswirme, niimlich — 670 cal, errechnet sich noch aus poten- 
tiometrischen Messungen im kombinierten System der Succinodehydrase 
und Fumarase, die H. Borsook und H. F. Schott®) ausfiihrten. Die 
MOglichkeit, zwischen diesen sich widersprechenden Rechnungen durch 
direkte Wiirmemessung zu entscheiden, sah Jacobsohn ,,wegen des zu 
langsamen Ablaufs der Reaktion‘‘ nicht gegeben. 

Um einen weiteren Beitrag zur Theorie der fermentativen Katalyse 
zu gewinnen, haben wir nun sowohl die Wirmebildung in der Reaktion 
Fumarsiiure — Apfelsiiure als auch den Wiirmeverbrauch in der Reaktion 
Apfelsiure —- Fumarsiiure kalorimetrisch gemessen und — 3800 cal 
bzw. + 3900 eal erhalten. 

Gewinnung des Ferments. Kalbsleber wurde durch die Latapiemiihle 
getrieben, der Brei mit einem halben Volumen Wasser angeriihrt, 24h bei 0° C 
aufbewahrt und zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung stand vor Beginn der 
Versuche 10 Tage unter Toluol im Kihlschrank. 

Ansatz. 16 ccm Substratlésung; 4 ecm Veronalpuffer; 0,15 cem Ferment; 
im Gasraum Stickstoff; py = 6,8; & = 24,3°C. In dem Versuch A ist das Sub- 
strat, in den Versuchen Fk und G der Puffer fortgelassen. 

Analyse. Bestimmung der Apfelsiure polarimetrisch nach Jacobsohn’), 
der Fumarsiure gravimetrisch nach A. Hahn und W. Haarmann’). 

Ergebnisse. Versuch A: Das EKinkippen des Ferments in Puffer- 
lésung verliuft praktisch thermoneutral. Versuch B: Mischt man Malat 
und Fumarat nach MaBgabe der Gleichgewichtskonstante und setzt 
') Bioch. Z. 274, 167 (1934). 

5) Biochem. J. 34, 1041 (1940). 
8) J. of biol. Chem. 92, 559 (1931). 
*) Z. Biol. 87, 107 (1928). 
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“ Substrat Ch 
2 mmol ° 7 y em. 
5 (mmol) a W Qx T Zt A Clana U 
© |Fumar- | Apfel- 
> | siure | saure (mA) | (Q) (s) (s) (Ws) | (“ mol) |(cal/mol) 
A — — | 0,70 | 428,1 | 0,448 | 2510 | 1250 | —0,025 —_ = 
B | 0,075 | 0,39 | 0,48 | 428,1 | 0,478 | 4125 | 1855 | + 0,015 — - 
C | 3,45 os 2,69 | 428,1 | 0,495 | 6880 | 3180 | + 0,62 37,8 | —3930 
D] 3,45 — 1,79 | 215,0 | 0,664 | 4995 | 1315 | + 1,38 92,5 | —33570 
{| 3,45 — 1,99 | 215,0 | 0,630 | 6615 | 1160} + 2,56 | 159,0 | —3850 
F — 3,0 1,44 | 215,0 | 0,404 | 4915 | 3360 | —0,61 39,2 | +3740 
G _ 3,0 1,44 | 215,0 | 0,117 | 5425 | 1855 | —0,54 32,2 + 4020 











Ferment zu, so tritt kein Vorgang ein, dessen Wairmeténung die Fehler- 
grenze der Messung iiberschritte. Unter dieser Voraussetzung konnten 
wir fiir Hin- und Riickreaktion entgegengesetzt gleiche Wairmemengen 
finden (Versuche C...G). 

Fiir die Theorie folgt, daB die Gleichung der Reaktionsisochore 
durch die Werte fiir Gleichgewichtskonstante und Wiirmeténung in den 
Grenzen der Methoden befriedigt wird. Das Ferment ist also ohne Ein- 
flu8 auf die thermodynamisch geforderte Gleichgewichtslage. 


Ich danke Friiulein G. Schiiz fiir ihre Hilfe bei der Ausfiihrung 
der Messungen. 


Zusammenfassung 


1. Es wird ein Kalorimeter beschrieben, das 50 bis 250 Milligramm- 
kalorien pro Stunde zu messen erlaubt. 
2. Die Wirmeténung der phosphatatischen Reaktion Adenosin- 


monophosphorsiure — Adenosin + Phosphorsiiure wurde zu — 1600 , 


cal/mol bestimmt. 

3. Fiir die Wairmeténung der Reaktion Adenosintriphosphorsiure 
-- Adenosinmonophosphorsiiure + 2 Phosphorsiiure wurden in Uber- 
einstimmung mit andersartigen Messungen von O. Meyerhof — 24000 
cal/mol gefunden. 

4. Die Messung der Reaktion Fumarat + Wasser — 1 (—) Malat 
ergab — 3800 cal/mol, die Messung der Riickreaktion +- 3900 cal/mol. 

Aus diesen Werten in Zusammenhang mit dem Temperaturkoeffi- 
zienten der Gleichgewichtskonstante folgt fiir das System der Fumarase 
die Einstellung eines thermodynamischen Gleichgewichts, fiir das 
Ferment also die Natur eines echten Katalysators. 
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Hefegartest und Vitamin-B,-Bestimmung. III. +) 
Spezifitit und Art der Aktivierung von Giérung und Wachstum 
Von 

Kurt Heyns und Karl Brandt 


(Aus dem Chemischen Institut der Hansischen Universitaét Hamburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1944) 


Sowohl der ,,Betriebsstoffwechsel*‘ der Hefe, den wir als Garung bezeichnen 
und am Nahrstoffverbrauch bzw. an der damit einhergehenden Kohlendioxyd- 
entwicklung messen, als auch der in Sprossung und Wachstum in Erscheinung 
tretende ,,Baustoffwechsel*‘ lassen sich durch eine ganze Reihe von Stoffen er- 
hdhen oder beschleunigen. Von spezifisch aktivierenden Wirkungen bestimmter 
Stoffe kann jedoch nur dann gesprochen werden, wenn durch geringfiigige Mengen 
besonderer Zusitze chemisch definierbarer und abgrenzbarer Substanzen unter 
bestimmten Bedingungen meBbare Verainderungen bewirkt werden. Es bedarf 
keiner Erérterung, daB bei einem an Zusatzen hinreichend verarmten Gemisch 
von Nahrstoffen schlieBlich zahlreiche ,,Aktivatoren‘‘ der Hefegirung aufgefunden 
werden kénnen. 

Es konnte gezeigt werden!), daB sich unter bestimmten Voraussetzungen 
die Bedingungen ausfindig machen lassen, die hohe gérungsaktivierende Wirkung 
von Aneurin und Aneurinpyrophosphat zu einem Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung dieser Stoffe auszuwerten. In den vorangehenden Mitteilungen 
wurden die Grundlagen und Anwendungsméglichkeiten des Hefetestes fiir die 
Bestimmung von Vitamin B, beschrieben und die naiheren Arbeitsbedingungen 
festgelegt; es wurde ferner gezeigt, daB eine dem Aneurin gleichwertige Aktivierung 
praktisch nur durch die intakte Pyrimidinkomponente des Vitamins bewirkt wird, 
wobei noch die Frage offen blieb, ob das 2-Methyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidin 
direkt oder erst durch Kupplung mit Thiazol in der Hefezelle wirksam ist. 

Bei Verwendung einer geeigneten Heferasse und bei Beriicksichtigung der 
Tatsache, daB ein biologischer Test nicht immer die Eindeutigkeit einer emp- 
findlichen chemischen Reaktion aufweist, kinnen mit dem Hefegartest recht gute 
Ergebnisse bei der Bestimmung von Vitamin B, erhalten werden, die den z. B. 
mittels Phykomyces-Test erhaltlichen Ergebnissen nicht nachstehen. In der 
vorgeschlagenen Ausfiithrungsform kann der Hefe-Test dariiber hinausgehend in 
verschiedener Hinsicht in Zusammenhange zwischen Hefegirung, Hefewachstum 
und verschiedenen Aktivierungsvorgingen Einblicke vermitteln. 

Bei der Giirung bestimmter Heferassen, fiir deren Ziichtung offen- 
sichtlich gewisse Bedingungen von Bedeutung sind, dient die in be- 
stimmten Zeitabschnitten entwickelte Kohlendioxydmenge als MaB der 
Garungsaktivitit, wobei gezeigt werden konnte, daB das Hefewachstum 
bei den anaeroben Verhiiltnissen wihrend der Durchfiihrung der Giirung 
voéllig unbedeutend und damit am Ergebnis nicht beteiligt ist. Der Hefe- 
girtest zur Bestimmung von Vitamin B, unterscheidet sich damit 


grundlegend von dem insbesondere von R.J. Williams?) und Mit- 


1) K. Heyns, Diese Z. 258 (1939), 219; K. Heyns u. E. Tauber, Diese 
Z. 282, 31 (1945), 

2) Arbeiten von R. J. Williams u. Mit. von 1919—1939 in J. Biol. Chem. 
Bd. 38, 42, 83 u. 87; J. am. chem. Soc. 49, 51, 53, 55, 56, 60 u. 61; Science 89. 
F.M. Bachmann, J. Biol. Chem. 39 (1919), 285. 
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arbeitern angegebenen Hefewachstumstest, der zur Entdeckung der 
Pantothensiure, deren Anreicherung und Isolierung fiihrte. Nach 
Williams erfolgt die Messung des Zuwachses an Hefezellen auf elektro- 
photometrischem Wege durch Ermittlung der Triibungserhodhung der 
Suspension einer bestimmten Hefeeinsaat beim Wachstum in besonderer 
Nihrlésung. Nach unseren Erfahrungen lassen sich in der angegebenen 
Weise sehr gute Ergebnisse erzielen, so dai sowohl fiir die Messung der 
Giirung als auch fiir die des Wachstums und damit auch der Akti- 
vierungsvorgiinge verliBliche methodische Grundlagen gegeben sind. 
Erst eine gemeinsame Anwendung beider Methoden wird es erméglichen, 
das immer noch nicht geklirte Gebiet der Hefeaktivierungen durch 
bereits bekannte und méglicherweise noch unbekannte Substanzen von 
biologischer Bedeutung zu entwirren und die zahlreich vorhandenen 
Widerspriiche aufzukliren. Eine ausfiihrtiche Erérterung der auch unter 
der Bezeichnung ,,Faktor Z-Wirkung“ laufenden Hefeaktivierung 
erfolgte in neuerer Zeit durch F. Kégl und W. A. J. Borg*) in einer 
eingehenden Untersuchung iiber Hefewachstum, Girung und Faktor 
Z-Wirkung. Diese Autoren gelangten zuniichst zu der Auffassung, daB 
, fiir die Z-Wirkung im Grunde der gesamte Bios-Komplex verantwort- 
lich ist, wobei ausnahmsweise ein spezieller Faktor, zumeist aber eine 
bestimmte Kombination von Bioskomponenten in der Versuchshefe 
fehlt, so daB die optimale Girungsgeschwindigkeit nicht von selbst 
erreicht wird‘‘. Nach einem Vergleich der Wirksamkeiten der ver- 
schiedenen Biosfaktoren (einzeln und in Kombination) mit der giirungs- 
aktivierenden Wirkung des technischen Hefeextraktes ,,Marmite“ 
wurde dann jedoch festgestellt, da auBer den Biosfaktoren (nur das 
‘aktorenpaar Aneurin-Pantothensiure erwies sich als wirksam) noch 
andére Stoffe eine giirungsaktivierende Wirkung ausiiben kénnen. 
Weitere Versuche fiihrten dann zur Auffindung von Glykokoll und der 
daraus offenbar aufgebauten Aminosiiure Threonin als girungsakti- 
vierende Stoffe, wobei ausgeschlossen werden konnte, daB es sich hierbei 
um eine Wirkung der erhéhten Zufuhr von Stickstoff handelte. Von 
besonderer Bedeutung erscheint weiterhin der auch von Kégl und 
Borg erhobene Befund, daB verschiedene Hefearten sich verschieden 
verhalten kénnen und iiberdies sehr starke Veriinderungen im Verhalten 
einer und derselben ,,Rasse‘‘ méglich sind, was auch unseren Erfahrungen 
entspricht. 

Wie aus den Werten in der nachstehenden Tabelle 1 ersichtlich ist, 
vermag Pantothensiure unter den Bedingungen des Aneurin-Hefetestes 
nur eine unwesentliche Aktivierung der Girung zu bewirken. Als Prozent- 
Aktivierung geben wir mit Kégl und Borg folgende Beziehung an: 


100 x (eem aktivierte Girung — eem Nullwert) 





% Aktivierung = 
ccm Nuliwert 


3) F. Kégl u. W. A. J. Borg, Diese Z. 269 (1941), 97. 
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Tabelle 1 
Natrium-d,1l-pantothenat (P) 
’ l eTLe ee | & 6 

Null- 5 y 25 y . Pp > 

wert | Aneurin | Aneurin ly! 10 y P 100 y7E 

cem CO,-Entw. n. 6 Std. 559 700 865 | 562 569 583 

ccm CO,-Zuwachs n. 6 Std. oe + 141 | + 306) + 3 +10] + 18 

°%, Aktivierung — 25 55 0 LAY] 3,3 


Die Verhiiltnisse liegen also fiir Pantothensiiure ahnlich wie sie 
bereits in der ersten Mitteilung fiir Nicotinsiiure festgestellt worden 
waren. Man wird demzufolge die Nihrlésung fiir den Test bei einem 
Versuchsmaterial komplexer Zusammensetzung mit entsprechenden 
Zusitzen an Nicotinsiure und Pantothensiure versehen, um dadurch 
die Spezifitiéit des Ausschlages auf Aneurin bzw. Cocarboxylase zu er- 
héhen. 


Wenn wir die Pantothensiure (und in geringerem Ma8e ihr Spalt- 
produkt £-Alanin) in Ubereinstimmung mit dem iiberwiegenden Teil 
der Literaturaussagen als typischen Aktivator fiir das Wachstum und 
das Aneurin (einschlieBlich seiner Phosphorsiiureverbindungen und seiner 
Pyrimidinkomponente) als Aktivatoren fiir die Girung ansehen wollen, 
so ist dies nur in bedingtem AusmaB zutreffend. Es kann kein Zweifel 
daran bestehen, daB die Wirkung der Aktivatoren von der verwendeten 
Heferasse sowie deren Vorgeschichte und Ziichtungszustand weitgehend 
abhingig ist. Nach unseren Feststellungen spricht Fleischmann-Hefe 
auf Aneurin im Girtest und auf Pantothensiiure im Wachstumstest nach 
Williams mit starken Ausschliigen an, wobei Aneurin eine um so 
stiirkere Aktivierung bewirkt, je geringer der Gehalt der Hefe selbst 
an Aneurink6rpern ist. 

Aus den folgenden Angaben wird ersichtlich werden, daB die— 
Girungsaktivitit, also die Geschwindigkeit, mit der Kohlendioxyd aus 
Glukose in Freiheit gesetzt wird, von ihrem eigenen Aneuringehalt stark 
abhingig ist, und daB ferner die Girungsaktivitiit einer im Girtest mit 
Zusiitzen von Aneurin bereits einmal verwendeten Hefe bei ihrem aber- 
maligen Einsatz betriichtlich angestiegen ist. Auch die Rasse M-Berlin 
zeigt im Girtest Ausschliige auf Zusatz von Aneurin, aber im geringeren 
AusmaB; das gleiche gilt fiir Pantothensiiure im Wachstumstest, wobei 
jedoch nunmehr auch umgekehrt eine schwache Wachstumswirkung 
durch Aneurin und eine Girungsaktivierung durch Pantothensiure 
erkennbar ist. Eine Biickereihefe, die uns tiiglich frisch zur Verfiigung 
stand, zeigte lange Zeit ein der Fleischmannhefe ihnliches Verhalten, 
war aber dann ohne erkennbare Ursache hiufigen Schwankungen unter- 
legen. Verallgemeinerungen der an einzelnen Organismen erhaltenen 
Ergebnisse bediirfen demnach der Vorsicht (vgl. hierzu die Unter 
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suchungen von Williams und Saunders‘), sowie die aufschluBreichen 
Angaben bei Kégl und Borg’)). 

Die im Hefe-Test bei Zusatz von Aneurin erhiltlichen Ausschliige 
erwiesen sich schon nach den Angaben in der 1. Mitteilung um so gréBer, 
je geringer der Gehalt der Hefe selbst an Aneurin war. Dies gilt fiir 
Fleischmann-Hefe, aber in gleicher Weise auch fiir Rasse M, Rasse XII, 
Saccharomyces cerevisia und Handels-Biickerei-Hefe, wenn auch in 
weniger ausgesprochener Weise. Je nach den fiir die Ziichtung der Hefe 
angewendeten Bedingungen liBt sich die PreBhefe aneurinarm oder 
-reich gewinnen; dies ist vor allem von den mit den Naihrlésungen zuge- 
fiihrten Aneurinmengen abhingig, wozu auch auf die Beobachtungen 
von Paveek und Elvehjem®) hingewiesen sei. Eine nach entsprechen- 
den Feststellungen mittels des Thiochromtests als arm an Aneurin und 
Cocarboxylase ermittelte Hefe zeigt im Hefetest eine verhaltnismiBig 
geringe Kohlendioxydbildung im Nullwert; der Zuwachs an Kohlen- 
dioxyd ist dann jedoch bei geringen Aneurinzugaben betrichtlich. Eine 
besonders aneurinreiche Hefe zeigt von vornherein eine kraftigere Ent- 
wicklung von Kohlendioxyd, die prozentuale Aktivierung durch Aneurin 
ist dann aber wesentlich geringer. Es ist ohne weiteres einleuchtend, 
daB im ersten Fall viel mehr Aneurin zugesetzt werden muB, um eine 
optimale Girung zu erreichen als im letzten Fall, wo das Optimum durch 
geringere Mengen erreicht wird. Andererseits muB man im letzten Fall 
mehr Aneurin aufwenden, wenn man die gleiche prozentuale Aktivierung 
erhalten méchte wie im ersten Fall. Dabei gibt es eine sehr rasch erreich- 
bare Grenze, bei deren Uberschreitung auch noch so groBe Aneurin- 
zusiitze keinerlei Aktivierungszuwachs mehr bewirken. Diese Verhiilt- 
nisse sind méglicherweise die Ursache dafiir, daB K6égl und Borg bei 
ihren Untersuchungen geringere Aktivierungen mit Aneurin beobach- 
teten als es bei uns in der Regel der Fallist. Die in der Praxis verwendete 
Hefe wird sich wohl im allgemeinen zwischen den beiden oben gekenn- 
zeichneten Zustiinden befinden. Die folgenden Versuchsergebnisse 
erliutern diesen Zusammenhang. 

Es 1aBt sich zunichst zeigen, daB die Hefe das der Giarlésung zuge- 
‘setzte Aneurin in das Zellinnere aufnimmt, wenn unter den Bedingungen 
des Testes gearbeitet wird. Es erfolgte hierzu ein Ansatz-mit Nullwert, 

Tabelle 2 
Aktivierung mit steigenden Aneurinmengen 


























1 | 2 3 + 

ee 5 y 25 y 50 y 
Nullwert Aneurin Aneurin Aneurin 
ecm CO,-Entw. n. 6 Stunden 570 718 872 986 
ecm CO,-Zuwachs n. 6 Std. — 148 + 302 + 416 
% Aktivierung — 26 53 73 


4) Williams u. Saunders, Biochem. J. 
5) Pavcek u. Elvehjem, Ind. Eng. Chem. 1938. 


28 (1934), 1887. 
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5 y, 25y und 50y Aneurin, dessen normales Ergebnis aus Tabelle 2 
ersichtlich ist. 

Nach 6-stiindiger Giirdauer wurden die Werte abgelesen und die 
Hefe durch Zentrifugieren abgetrennt. Nach mehrfacher Waschung der 
Hefe an der Zentrifuge mit isotonischer Salzlésung erfolgte die Her- 
stellung der Kochsifte A, B, C und D mit insgesamt 25 eem dest. Wasser. 
Die Kochsiifte A und B wurden im Testversuch mit dem in Tabelle 3 
erhaltenen Ergebnis auf Gehalt an Aneurinkérper untersucht. Der 
untere Teil der Tabelle 3 enthalt das Ergebnis der Priifung von C und D. 























Tabelle 3 
Priifung der Safte A, B, C und D 
et 9 e' 4 5 6 
Null- jy 10 y 30 » A B 
wert |Aneurin}| Aneurin}| Aneurin p 
cem CO,-Entw. n. 6 Std. 594 726 790 944 716 802 
cem CO,-Zuwachs 6 Std. — 4+ 132 | + 196 | + 350 | + 122)] + 208 
o” Aktivierung — 22 33 59 20 35 
Null- 10 y 30 y 60 y C D 
wert |Aneurin| Aneurin| Aneurin 
ecm CO,-Entw. n. 6 Std. | 568 748 886 998 870 966 
ecm CO,-Zuwachs 6 Std. — + 180 | + 318 | + 430 | + 302 | + 398 
®, Aktivierung as 32 56 76 53 70 














Aus den Zahlen ist ersichtlich, daB die Suspension A (Nullwert aus 
Tab. 2) etwa 5 y Aneurin (bzw. Cocarboxylase) enthilt. Dieser Wert 
entspricht der in der Tab. 2 eingesetzten Hefe enthalten gewesenen 
Menge an Aneurin. In den 3 Proben B, C und D zeigen sich nach Tab. 3 
nunmehr Aneurinmengen entsprechend 10 y, 25—30 y bzw. 50—55 y. 
Dies bedeutet, daB die in den GefaiBen 2, 3 und 4 in Tabelle 2 eingesetzten 
Hefezellen die bei dem Test zugesetzten ansteigenden Mengen Aneurin 
so gut wie quantitativ aufgenommen haben. Bereits im Jahre 1938 
wurde von Hartelius und Nielsen iiber aihnliche Beobachtungen 
berichtet®). 

In zwei weiteren Versuchen, in denen die gleiche Hefe nacheinander 
eingesetzt wird, laBt sich nun zeigen, daB in ihnlicher Weise im Vorver- 
such mit Aneurin gewissermaBen ,,gemiistete‘‘ Hefe bei einem Vergleich 
mit nichtbehandelter Hefe eine wesentlich héhere Giraktivitat besitzt, 
gemessen an der absoluten Menge des entwickelten Kohlendioxyds, 

Hierzu wurde zunachst der aus Tabelle 4 ersichtliche Test durchgefiihrt, 
und zwar mit einem Nulliwert sowie fiinf weiteren Proben mit gleichen Hefemengen 
und einem in allen Fallen gleichen Zusatz von 25 y Aneurin. 

Nach 6 Stunden wurden die Werte abgelesen und die Hefe wie oben beschrieben 
durch Schleudern und Waschen an der Zentrifuge gewonnen. Es erfolgte dann 
ein erneuter Ansatz jeweils in den gleichen GefaBen 1 bis 6 unter den Bedingungen 


6) Hartelius u. Nielsen, Biochem. Z. 298 (1938), 125. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 282 
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Tabelle 4 
Hefe-Mastung mit Aneurin sine 
heit 
1 | 2 | 3 | 4 5 6 nah 
Null. | 25y | 25y | 25y | 2y | wy bese 
wert |Aneurin|Aneurin|Aneurin|Aneurin| Aneurin defi 
wen 
cem CO,-Entw. n. 6 Std. 5.0 758 750 776 756 750 Zi 
eem CO,-Zuwachs 6 Std. = + 248 | + 240 | + 266 | + 246 | + 240 iene 
%, Aktivierung — 48 46 51 48 46 man 
and 
des Testes. Hierbei diente die Hefe im Gefi8 1 wieder als Nullwert, auf den be- hins 
zogen werden kann, da im Gefé8B 1 keine Behandlung mit Aneurin erfolgte. Die Nah 
Hefe in den GefiBen 2, 3 und 4 wurde ohne Anderung angesetzt, wahrend in 5 ‘ 
und 6 ein nochmaliger Zusatz von 10 und 25 y Aneurin durchgefiihrt wurde. Die 
erhaltenen Zahlen sind aus Tabelle 5 zu entnehmen. Ane 
Tabelle 5 or 
. abelle o ; ange 
Wiederverwendung von Hefe ohne und mit Zusatz | gare 
I cre. 4 5 Ss fs very 
Ohne B,- —_ 
Vor- in Vorversuch mit je 25 y Aneurin behandelt | VETS 
behandlung gleic 
a 5 ek ; go C-Ai 
ohne Veraénderung wiederverwendet | +10y B,| +25 y B, hits 
ecm CO,-Entw. n. 6 Std. 532 770 750 760 792 820 aiqui 
ecm CO,-Zuwachs 6 Std. — + 238 | + 218 | + 228] + 260 + 288 eine 
°, Aktivierung — 45 41 43 49 54 abla 
Es ergibt sich, daB die nach Tabelle 4 mit Aneurin vorbehandelte kein 
Hefe der GefaiBe 2, 3 und 4 gegeniiber der nicht behandelten Hefe in pret 
GefifB 1 bei der Wiederverwendung nach Tabelle 5 eine um etwas iiber _ 
40°% erhéhte Garungsaktivitit besitzt, so daB demnach die im Vorver- Ge 
such gewonnene Beschleunigung der Giirung nahezu beibehalten worden aod 
ist. Weiterhin zeigt sich deutlich, da die in den Gefai&en 5 und 6 der rte 
a hl id . . . . 4 
labelle 5 eingesetzte vorbehandelte Hefe auf weiteren Aneurinzusatz acai 
kaum mehr reagiert, so daB gegeniiber den bei 2, 3 und 4 erzielten Werten nae 
im Verhiltnis zu den sonstigen Aktivitiitssteigerungen bei Aneuringaben “a 
in entsprechender Hohe nur geringe Zuwachswerte zu verzeichnen sind. 
Nach unseren bisherigen Feststellungen sowie auf Grund weiterer 65 
Beobachtungen mu8B angenommen werden, da die einzelnen Heferassen a 
hinsichtlich der fiir optimale Girung notwendigen Aneurinmenge sehr _ 
unterschiedliche Anforderungen stellen, so daB sich keinerlei Normen 
aufstellen lassen. Was fiir Aneurin gilt, wird auch fiir andere Wirkstoffe schi 
gelten. Es muB wohl iiberhaupt damit gerechnet werden, da eine viel dam 
groéBere Differenzierung im Stoffwechselverhalten auch bei anscheinend zelle 
nahe verwandten Organismen vorliegt als angenommen wird. wort 
In Hinblick auf die Anwendung der Girungsaktivierung durch 
Aneurin zur Bestimmung des Vitamins mittels Hefe-Test miiBte sich 2-Me 
. dung 
e 








5) 


ie 
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aus dem so verschiedenartigen Verhalten der Hefe eine gewisse Unsicher- 
heit in der Beurteilung der erhaltlichen Werte ergeben. Unter Zuhilfe- 
nahme des Thiochrom-Testes hat sich jedoch gezeigt, daB der Hefe-Test 
besonders fiir Reihenuntersuchungen an gleichartigen und hinreichend 
definierten Substanzen recht brauchbare Ergebnisse liefert, insbesondere 
wenn eine geeignete Hefe kiuflich zur Verfiigung steht, so daB eigene 
Ziichtungen entfallen. Bei véllig unbekannten Versuchsmaterial wird 
man die erhiltlichen Ergebnisse zunichst vorsichtig beurteilen und auf 
anderem Wege kontrollieren. Uber weitere Spezifitiitsuntersuchungen 
hinsichtlich der bei Anwesenheit verschiedenartiger Aminosiuren in der 
Niahrlésung vorliegenden Verhiltnisse wird gesondert berichtet werden, 

Die Feststellung der weitgehenden ,,Ausschiittelbarkeit‘‘ von 
Aneurin aus der Nahrlésung mittels Hefe erméglicht es nunmehr noch, 
der Lésung einer weiteren Frage nachzugehen, die in der 2. Mitteilung 
angeschnitten worden war, nimlich der Frage ob die Hefe imstande ist, 
girungsaktivierende Pyrimidine direkt bei Stoffwechselvorgingen zu 
verwerten, oder ob zuvor eine Umwandlung in Aneurin mit dem von der 
Zelle selbst aufgebauten Thiazolderivat erfolgen muB. Aktivierungs- 
versuche mit 2-Methyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidin sowie anderen 
gleichartigen Derivaten des Pyrimidins mit einer CH,-Briicke am 
C-Atom 5 lassen beim Vergleich mit der Aktivierungsgeschwindigkeit 
durch Aneurin erkennen, daB eine geringe Verzégerung bei Anwendung 
iiquivalenter Mengen vorliegt. Diese Beobachtung kénnte im Sinne 
eines gewissen erforderlichen Zeitaufwandes fiir die innerhalb der Zelle 
ablaufenden biologischen Synthesen gedeutet werden; sie stellt aber 
keinen hinreichenden Beweis dar. Ein experimenteller Weg zur Beant- 
wortung der Frage ergibt sich, falls eine Aufnahme des Pyrimidins in 
gleicher Weise in das Zellinnere der Hefe erfolgt, wie es bereits fiir Aneu- 
rin nachgewiesen worden ist. Durch eine gleichzeitige Anwendung der 
Garungsaktivierung und des Thiochromverfahrens zum _ Aneurin- 
Nachweis miiBte dann feststellbar sein, ob sich im Kochsaft einer mit 
Pyrimidin vorbehandelten Hefe nach deren Abtrennung und Waschung 
beim Vergleich mit einer unbehandelten Hefe eines Parallelversuches die 
Bildung von Aneurin nachweisen liBt. Der Aneuringehalt der mit 
Pyrimidin behandelten Hefe mu8 dann dem zugesetzten Pyrimidin 
entsprechend hoher sein als in der gleichen Menge der nicht behandelten 
Hefe, da der Thiochromtest nur auf das mit Thiazol zum Aneurin 
gekuppelte Pyrimidin ansprechen kann. 

Uber die Ergebnisse der Untersuchungen hinsichtlich der Aus- 
schiittelbarkeit des Pyrimidins berichten die Tabellen 6 und 7. Es steht 
damit fest, daB die Wirksamkeit des Pyrimidins aihnlich von den Hefe- 
zellen aufgenommen wird wie dies beim Aneurin nachgewiesen 
worden war. 

Es kamen gleichzeitig in verschiedenen GefiBen aquivalente Mengen von 
2-Methy]-4-amino-5-oxymethylpyrimidinhydrochlorid und Aneurin zur Anwen- 
dung (GefiBe 3 und 4 sowie 5 und 6). Die erhaltenen Aktivierungen zeigen gute 


4* 
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Ubereinstimmung. Nachdem anschlieBend die Hefe aus den GefaBen 3 bis 6 durch 
Zentrifugieren und mehrfaches Waschen von der Nahrlésung abgetrennt worden 
war, wurden die daraus hergestellten Kochsifte ahnlich wie oben’ beschrieben 
erneut im Gartest eingesetzt, wobei sich erwartungsgemaB eine gleiche Garungs- 
aktivierung in den GefaBen 3 und 4 bzw. 5 und 6 ergab; vgl. die Werte in Tabelle 7. 


Tabelle 6 
Aktivierung durch 2-Methyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidin-HCl und Aneurin. 
5,2 » des Pyrimidins sind 10 y Aneurin Aquivalent 


























1 2 | 3 | 4 5 6 
. = 5,2 y e 13,0 y 
Null- Null- Pyrimi- Oy Pyrimi- oy 
wert wert iis Aneurin ain Aneurin 
ecm CO,-Entw. n. 6 Std. | 644 648 866 878 970 1010 
ecm CO,-Zuwachs 6 Std. — — + 220 | + 232 | + 324] + 364 
o, Aktivierung — — 34 36 50 56 


Tabelle 7 


Priifung der Kochsafte aus Tabelle 6 








1 | 2 | 3 | 4 5 6 

a : Koch- | Koch- | Koch- | Koch- 
Null- Null- saft saft saft saft 
wert wert | aus Ge- | aus Ge- | aus Ge- | aus Ge- 


f48 3 | f48 4 | f4B 5 | faB 6 























ceem CO,-Entw. n. 6 Std. | 542 540 750 762 842 864 
cem CO,-Zuwachs 6 Std. — — + 210 | + 222 | + 302 | + 324 
o, Aktivierung — —_ 39 41 56 60 


Zum Nachweis einer im Hefe-Test bei Pyrimidinaktivierung ein- 
tretenden Bildung von Aneurin wurde nunmehr erneut eine Hefe- 
aktivierung mit aquivalenten Mengen 2-Methyl-4-amino-5-oxymethyl- 
pyrimidinhydrochlorid und Aneurin in verschiedenen GefiSen zugleich 
mit doppelt angesetztem Nullwert durchgefiihrt (Tabelle 8). 


Tabelle 8 





























Bare wa. 5 6 
‘ . 5,2 y 13 y 
Null- Null- Pyrimi- 10 y Pyrimi- 25 ?. 
wert wert Ge Aneurin din Aneurin 
cem CO,-Entw. n. 6 Std. | 632 628 820 846 938 984 
cem CO,-Zuwachs 6 Std. — + 190 | + 216 | + 308 | + 354 
o, Aktivierung -- : 30 34 49 56 


Nach 6stiindiger Garung erfolgte Abtrennung und Waschung der Hefe mittels 
Zentrifuge; anschlieBend wurden die Kochsifte jeweils in gleicher Weise bereitet. 
In den Kochsiften 1 bis 6 erfolgte dann die Bestimmung des Aneuringehaltes 
nach dem Thiochromverfahren als Gesamtaneurin. Es wurden folgende Werte 
gefunden: 








B 
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Tabelle 9 
Hefekochsaft aus GefaiB 1 2 3 4 5 | 6 








Aneuringehalt nach Thio- 
chromverfahren . . . Ty 6y 12 y 14 y 24 y 27 y 
Berechneter Aneuringehalt 
aus Mittelwert d. Null- 
werte + Aktivierungs- 
DONNIE Bos Se Sw — — | 165 y | 16,5 y | 315 y | 31,5 y 











Die vorstehenden Werte stellen die Mittelwerte aus drei gleichlautenden 
Versuchen dar, wobei die Schwankungen nur + 2 y betrugen. 


Nach den aus Tabelle 9 ersichtlichen Zahlen kann kein Zweifel 
sein, daB das die Hefegiirung aktivierende 2-Methyl-4-amino-5-oxy- 
methylpyrimidin von der Hefezelle in Aneurinkérper umgewandelt wird. 
Die als Nullwerte eingesetzte Hefe ohne jeden Zusatz (GefaiBe 1 und 2) 
hatte einen Aneuringehalt von im Mittel 6,5 y. Die mit Zusatz von 10 y 
Aneurin und der diesem aquivalenten Menge von 5,2 y Pyrimidin durch- 
gefiihrten Aktivierungen (GefiBe 4 und 3) ergaben in der abgetrennten 
Hefe die Werte von 14 y bzw. 12 y Aneurin, wihrend 16,5 y berechnet 
sind. Noch deutlicher ist der Zuwachs an Aneurin in der Hefesubstanz 
aus den Werten fiir die GefaiBe 5 und 6 ersichtlich. Ein direkter Ver- 
gleich der in der eingesetzten Hefemenge vorhandenen Aneurink6rper- 
menge von 6 bis 7 y mit der im Gefif 5 nach Aktivierung mit 13 y 
Pyrimidin enthaltenen Menge von 24 y an Aneurinkérpern gibt ein 
iiberzeugendes Bild fiir die Aneurinentstehung unter den Bedingungen 
der Aktivierung durch die Hefezelle. Die Thiazolkomponente des Aneu- 
rins wird demnach von der Hefe offenbar véllig aufgebaut. Es sei in 
diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, da bstimmte Heferassen 
moglicherweise das gesamte Aneurinmolekiil aufzubauen vermégen, 
worauf bereits Fink und Krebs’) fiir Torula utilis vor lingerem auf- 
merksam gemacht haben. Die vorliegenden Untersuchungen zwingen 
auch in keiner Weise zu der Annahme, daf die giirfiihige Hefe in ihrer 
Zellsubstanz nur solches Aneurin enthalten kann, welches urspriinglich 
aus einem Nihrsubstrat stammen muB. 





7) Fink u. Krebs, Biochem. Z. 302 (1939), 1; vgl. auch den Hefewachstums- 
test nach N. Nielsen, C. r. Trav. Labor. Carlsberg Sér. physiol. 21 (1935), 151. 
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Uber die Glykogenbildung aus C,-dicarbonsaéuren 


Von 
W. Kutseher und Fr. Krabbenhéft 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1944) 


Durch die Untersuchungen von Szent-Gyérgyi und Mitarbeitern 
haben die sog. C-,dicarbonsiuren eine auBerordentliche Bedeutung fiir 
den Intermediirstoffwechsel gewonnen. Ihre Rolle soll darin bestehen, 
daB sie als Katalysatoren der Zellatmung sich an der Ubertragung des 
Wasserstoffes der Nihrstoffe von den Codehydrasen auf die mit dem 
Sauerstoff reagierenden eisenhaltigen Zellhiminfermente beteiligen. 
Im Gegensatz dazu betrachtet die iiltere Auffassung, welche sich haupt- 
sichlich an Thunberg u. a. kniipft, die C,-dicarbonsiuren als Zwischen- 
produkte des Stoffwechsels, insbesondere einer Verbrennung der Essig- 
siure, der Brenztraubensiiure usw. 

In einer Untersuchung iiber die Pasteursche Reaktion im Warm- 
bliitermuskelbrei!) kamen wir zu einer Uberzeugung, die der Ansicht 
von Szent-Gyérgyi entspricht und in den C,-dicarbonsiuren wirkungs- 
volle Katalysatoren der Zellatmung sieht. Unsere Versuche zeigten, 
daB ein Zusatz von C,-dicarbonsiuren die gestérte Pasteursche Reaktion 
wiederherstellt, d.h. eine aerobe Milchsiurebildung verhindert. Wir 
nehmen daher an, daB die C,-dicarbonsiiuren an dem Zustandekommen 
der Pasteurschen Reaktion mehr oder weniger direkt beteiligt sind. 
Dariiber hinaus machten wir die Beobachtung, daB die groBe Aktivitit 
der Succinodehydrase im Muskelgewebe, welche als ein Beleg fiir einen 
Verbrauch der Bernsteinsiure im Stoffwechsel gewertet werden kénnte, 
dadurch vorgetiiuscht wird, daB durch die Art der Zubereitung des 
Gewebebreies eine starke Schiidigung der Hydrierung der Fumarsiure 
zu Bernsteinsiure eintritt. 

In diesem Zusammenhang erweckte ein Befund von R. Stéhr?) 
unser besonderes Interesse. Dieser Forscher fand nimlich, daB Bern- 
steinsiiure in der Rattenleber in erheblichem Umfang in Glykogen umge- 
wandelt wird. Es liegt nahe anzunehmen, da hier die Bernsteinsaure 
die Rolle eines Zwischenproduktes des Stoffwechsels spielt und selbst 
in Glykogen iibergeht. Doch wurde gleichzeitig die Beobachtung ge- 
macht, daB die héheren Homologen, Adipinsiiure und Glutarsiure, 
praktisch kein Glykogen geben. Selbst die Adipinsiure, welche nach 
ihrem Verhalten im Stoffwechsel der Bernsteinsiure nahesteht*) und in 
betriichtlicher Menge abgebaut wird, geht nicht einmal spurenweise in 


_ 1) W “i und W. Sarreither, diese Z. 265, 152 (1940). 
2) R. Stohr, Kli. Wo. 1938, 1663. 
8) K. Bernhard und M. Andreae, Diese Z. 245, 103 (1936). 
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Glykogen iiber. Dies ist auffallend, da nach Verkade die héheren Dicar- 
bonsiuren durch @w-Oxydation in die niederen iibergehen. Da aber nach 
Flaschentriger u. M.*) die héheren Dicarbonsiuren im tierischen Stoff- 
wechsel nur schwer angegriffen werden, so mu8 auch in Erwigung 
gezogen werden, ob diese negativen Befunde nicht durch die Gering- 
fiigigkeit der aus den héheren Dicarbonsiiuren sich bildenden Glykogen- 
mengen erklirt werden. Diese Frage bedarf also noch einer experi- 
mentellen Priifung. 

Wir stellten uns nun die Aufgabe zu priifen, ob die Bildung von 
Glykogen aus Bernsteinsiiure — in Analogie zur katalytischen Mitwir- 
kung der C,-dicarbonsiuren an der Zellatmung — nicht auch durch eine 
katalytische Steigerung der Umwandlung der Kohlenhydrate oder ihrer 
Umwandlungsprodukte in Glykogen oder infolge Férderung der Gluco- 
neogenie aus EiweiB oder Fett sich vollzieht. Unserer Untersuchung 
liegt also die Arbeitshypothese zugrunde, daB die von Meyerhof ge- 


forderte Koppelung zwischen Oxydation und Glykogenbildung, welche 
insgesamt verschwindende K. H.-iquivalente 


oxydierte K. H.-aquivalente , 
Ausdruck finden soll, durch die C,-dicarbonsiuren vermittelt wird. Auf 
die Untersuchungen von A. Hahn*) zu diesem Problem sei besonders 
hingewiesen. 

Als Ausgangsbasis fiir unsere Untersuchung wihlten wir den Zu- 
stand der tierischen Leber, wie er nach 24-stiindigem Hungern sich 
ergibt. Unter diesen Bedingungen ist die Leber nach zahlreichen Unter- 
suchungen anderer®), mit denen unsere Befunde iibereinstimmen, prak- 
tisch glykogenfrei. Man hat dadurch eine sichere Vergleichsbasis. An 
und fiir sich wire es vielleicht physiologisch richtiger, von einem normalen 
Ernahrungszustand der Tiere auszugehen und hier durch Zugabe der zu 
priifenden Substanz zu untersuchen, ob eine Zunahme des Lebergly- 
kogens stattfindet oder nicht. Der Vorzug dieser Anordnung wiire, 
daB wahrscheinlich ein gréBerer Teil der untersuchten Substanz zur 
Glykogenbildung verwendet wird, da man im reinen Hungerversuch 
immer damit rechnen muB, daB ein mehr oder weniger betrichtlicher 
Teil des oder der zugefiihrten Stoffe direkt im Stoffwechsel verbrannt 
wird und gar nicht erst in der Leber als Glykogen erscheint. Ein uniiber- 
windlicher Nachteil aller Glykogenuntersuchungen am normal ernihrten 
Tier liegt aber darin, da — wie die neuesten Erfahrungen es gezeigt 
haben — unter diesen Bedingungen kein zuverliissiger Mittelwert fiir 
den normalen Gehalt der Leber an Glykogen aufgestellt werden kann. 


ihren 





im Oxydationsquotienten 





4) B. Flaschentrager und K. Bernhard, Diese Z. 288, 221 (1936). 

5) A. Hahn, Z. E. Fischbach u. H. Niemer, Z. f. Biologie 91, 53 (1930). 
A. Hahn, 91, 444 (1931). ebda 

6) Bei Meerschweinchen: F. Rathery, J.Turiaf und P. de Traverse, 
C. r. Soc. Biol. Paris 1386, 77 (1942), cit. nach Ber. ges. Physiol. 130, 377 (1942); 
W. Kreienberg und H. Wiesenhiitter, Pliigers Archiv 247, 11 (1943). 

Bei Kaninchen: P. Nutter, J. Nutrit. 21, 477 (1941), zit. nach Ber. ges. 


Phys. 127, 356 (1941). 
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Unsere Versuchsanordnung war demnach folgende: Meerschweinchen, welche 
24 Stunden gehungert hatten, erhielten mit der Schlundsonde die auf Glykogen- 
bildung zu: priifende Substanz in einer Menge von 1 g auf 500 g Tier (bei Saiuren 
als Na-salz). Nach 6 Stunden wurde das Tier durch Nackenschlag getétet’), die 
Leber méglichst schnell entnommen, gewogen und zu einem Brei zerschnitten. 
Dann wurden zwei Portionen zu je etwa 1 g genau gewogen und sofort in kochende 
Kalilauge getan. (Von der Entnahme der Leber bis zum Einbringen in die Kali- 
lauge vergehen héchstens 5 Min.) AnschlieBend erfolgte die Glykogenbestimmung 
nach der Methode von Sjégren u. M.*), die sich bei uns bewahrt hatte. Alle An- 
gaben tiber Glykogengehalt in den Tabellen sind daher Mittelwerte aus Doppel- 
bestimmungen. In den Tabellen geben wir den Glykogengehalt der Leber in Pro- 
zenten an; dariiber hinaus wurde in einigen Fallen die in der einzelnen Leber ent- 
standene Menge an Glykogen ausgerechnet. Um aber miteinander vergleichbare 
Werte’) zu bekommen, wurden diese Werte auf ein 500 g Tier (und damit auf 1 g 
verfiitterter Substanz) umgerechnet und erscheinen so in der Tabelle. 


Unter diesen Versuchsbedingungen untersuchten wir zuerst die 
Glykogenbildung aus den C,-dicarbonsiiuren und fiihrten anschlieBend 
Versuche durch, bei denen wir eine C,-dicarbonsiure zusammen mit 
Glukose oder mit Abbauprodukten derselben gaben. 

Zuerst wurde in zwei Versuchsreihen in grobem zeitlichem Abstand 
und mit Tiermaterial verschiedener Provenienz (meistens Mannchen) 
der Glykogengehalt der Meerschweinchenleber nach 24-stiindigem 
Hungern bestimmt. In beiden Versuchsserien ist der Glykogengehalt 
unabhiingig von Jahreszeit, Alter und Stamm der Tiere auf ein Mini- 
mum von 0,107% (Reihe I) bzw. 0,127°4 (Reihe IL) abgesunken. 

Gibt man nun solchen Tieren 1 g Bernsteinsdiure/500 g Tier, so findet 
eine betrichtliche Glykogenbildung statt; wir fanden im Mittel 0,691°% 
Glykogen, entsprechend 0,110 g Glykogen pro 1 g Bernsteinsiure. 
Eine zweite Versuchsserie, die mit verschiedenem Tiermaterial und zu 
einer anderen Jahreszeit ausgefiihrt wurde, hatte ein gleichartiges 
Ergebnis, auch die Mittelwerte liegen nahe beieinander. Dabei fallt 
an unseren Werten besonders die Tatsache auf, daB nur ein Bruchteil 
der zugefiihrten Bernsteinsiiure in Glykogen umgewandelt wird. Auch 
das Fehlen der Werte fiir Muskelglykogen kann diese Feststellung nicht 
wesentlich beeinflussen, da auf Grund verschiedener Untersuchungen 
feststeht, da der Gehalt der Muskulatur an Glykogen viel weniger 
exogen bedingten Schwankungen unterworfen ist, als das der Leber 
z. B. Kreienberg u. Mit .., a.a. O. 6). Der gréBte Teil der zugefiihrten 
Bernsteinsiure wird also entweder verbrannt oder anderweitig ent- 
fernt?®). 

7 | Nach unseren Erfahrungen sowie nach den Beobachtungen von F. Ra- 
thery u. Mit. erreicht die Glykogenbildung unter diesen Bedingungen nach 
6 Stunden das Maximum. 

8) Pfliigers Archiv 240, 427 (1938). 

®) Die absoluten Glykogenmengen gestatten keine Mittelwertbildung, da 
die jeweils verfiitterte Menge an Glykogenbildnern in Abhangigkeit vom Tier- 
gewicht verschieden groB war. 

10) Nach G. Balassa, Diese Z. 249, 217 (1937) werden beim Menschen nach 
Verfiitterung von 10 g Bernsteinsiure als Na-salz keine Bernsteinsiure und Apfel- 
siure und nur ganz geringe Mengen Fumarsiure im Harn ausgeschieden. 
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Tabelle 1 
1g Bernsteinsiure als Na-salz pro 500g Tier mit der Schlundsonde gegeben. 
Gewicht der Gewicht der Gebildete Glykogenmenge 
Tiere Leber pro 100g Leber | absolut/500 g Tier 
500 16,4 1,076 0,177 
650 21,6 0,604 0,101 
400 10,6 0,327 0,045 
480 17,4 0,626 0,114 
410 0,634 - 
620 23,1 0,626 0,116 
510 13,0 1,427 0,181 
510 18,9 0,464 0,086 
370 11,2 0,570 0,086 
370 11,8 0,562 0,089 
Mittelwert: | 0,691 | 0,110 


Auch die drei anderen C,-dicarbonsiiuren erwiesen sich als gute 
. . 4 . r ze 
Glykogenbildner, wobei die Glykogenbildung nach Fumarsiure etwas 
besser als nach Bernsteinsiiure zu sein scheint. 








Tabelle 2 
1 g C,-dicarbonsaure pro 500 g Tier per os. Alle Werte g Glykogen pro 100 g Leber. 
Mittel 

Fumar- , 
_ sdure . | 1,272 0,632 0,332 0,697 0,676 1,402 1,272 0,308 0,664 0,568] 0,782 
Apfel- 

sdure . | 0,781 0,424 0,700 0,379 0,394 0,682 0,351 0,530 
Oxalessig- 

siure . | 3,163 0,726 0,287 








Um nun zu priifen, ob die Glykogenbildung aus den C,-dicarbon- 
siiuren durch direkte Umwandlung derselben oder durch katalytische 
Forderung der Umwandlung eines anderen Zwischenproduktes des 
Kohlenhydratstoffwechsels in Glykogen sich vollzieht, verfiitterten wir 
anschlieBend die einzelnen C,-dicarbonsiiuren zusammen mit Glucose 
oder mit Abbauprodukten derselben. In Kontrollversuchen wurde fiir 
den jeweils verwendeten Stoff die Glykogenbildung ohne Dicarbonsiiure 
bestimmt. Da die Glykogenbildung aus allen verwendeten Stoffen 
erheblich unter der theoretisch zu berechnenden liegt, so besteht noch 
ein bedeutender Spielraum fiir eine Verbesserung derselben. Bei einer 
katalytischen Mitwirkung der (C,-dicarbonsiuren miiBte man aber 
erwarten, daB die Glykogenbildung in den Kombinationsversuchen mehr 
oder weniger erheblich iiber diejenige hinausgeht, die aus der Summe 
der aus beiden verfiitterten Stoffen gebildeten sich ergibt. Im nach- 
folgenden bringen wir die Versuche mit Bernsteinsiure in Kombination 
mit Glucose und diejenigen mit Fumarsiiure in Kombination mit Milch- 
siure ausfiihrlich wieder, die iibrigen nur mit ihren Mittelwerten. 
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Tabelle 3 


1g Glucose bzw. 1 g Glucose + 1g Bernsteinsaures Na pro 500g Tier per os 








Gebildete Glykogenmenge 


























Gewicht der Gewicht der 
Tiere Leber pro 100g Leber | absolut/500 g Tier 
I. Glucose 

560 16,0 0,920 0,131 
570 19,0 2,342 0,390 
550 21,5 1.249 0,244 

2 500 19,0 1,340 0,255 
420 15,6 1,650 0,306 
410 13,4 1,197 0,196 
370 11,0 1,933 0,286 
Mittelwerte | 1,518 0,258 

II. Glucose + Bernsteinsaiure 

860 25,5 1,152 0,172 
820 28,0 2,367 0,403 
750 25.3 1,700 0,286 
730 27,6 2,675 0,505 
650 18,3 4,105 0,578 
610. 17,5 2,306 0,330 
550 16,6 1,305 0,196 
460 13,3 1.233 0,178 
Mittelwerte 2,117 0,331 








In der vorstehenden Tabelle 3 sind die Versuche mit Bernsteinsiure 
und Glucose wiedergegeben. In den Kombinationsversuchen finden wir 
einen durchschnittlichen Glykogengehalt von 2,117%,), entsprechend 
0,331 g Glykogen absolut; demgegeniiber betriigt die Summe der Gly- 
kogenbildung aus Bernsteinsiure (Tab. 1) und aus Glucose allein 2,209%/, 
bzw. 0,368 g . Die im Kombinationsversuch entstandene Glykogenmenge 
ist also nicht nur nicht gr6Ber als in den Einzelversuchen, sondern bleibt 
sogar etwas darunter. 

In der niichsten Versuchsreihe untersuchten wir die Glykogen- 
bildung aus Milchsiiure. Es wurde sowohl racemische, wie die natiirliche 
1(+-)-Milchsiiure gepriift, und zwar ohne und mit Fumarsiiure. Leider 
konnten wir aus iuBeren Griinden nur eine beschrinkte Zahl von Ver- 
suchen ausfiihren, so daB die nachstehend wiedergegebenen Resultate 
nur mit Vorbehalt zu verwenden sind. 

Fiir die uns interessierende Problemstellung ergibt sich, daB eine Foér- 
derung der Glykogenbildung jedenfalls aus der natiirlichen Milchsaure 
nicht eingetreten ist. Im Gegenteil, auch hier wurde nicht einmal die- 
jenige Glykogenmenge erreicht, die man aus beiden Komponenten 
erwarten sollte. Ob der Unterschied, der in der Tabelle 4 bei der Gly- 
kogenbildung aus der racemischen Milchsiure ohne und mit Fumarsaure 
sich zeigt und der einer erheblichen Verbesserung der Glykogenbildung 
aus der unnatiirlichen d(—) Milchsiiure entsprechen wiirde, tatsichlich 
besteht, miissen noch eingehendere Versuche zeigen. 
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Tabelle 4 


1g Milchsiure als Na-salz bzw. 1 g Milchsaures Na + 1 g Fumarsaures Na pro 
500 g Tier per os ‘ 



































Gewicht der Gewicht der Glykogenmenge 
Tiere Leber pro 100g Leber | absolut/500 g Tier 
I. Milchsiure 
730 23,0 0,613 0,096 
a, 1 { 689 23,9 0,135 0,024 
320 12.2 0,779 0,148 
Mittelwerte | 0,509 0,089 
420 12,9 1,241 0,190 
1(+) { 399 14,3 1,575 0,288 
340 11,2 0,715 0,118 
Mittelwerte | 1,777 0,198 
II. Milchséure + Fumarsaure 

740 23,3 0,121 0,019 
d, 1 { 360 14,5 2,247 0,451 
360 13,5 2,470 0,462 
Mittelwerte 1,612 0,310 
420 12,2 1,866 0,270 
1(+) { 380 12,0 0,854 0,134 
390 13,0 0,801 0,133 
Mittelwerte Lis 0,179 








Zum AbschluB haben wir am Beispiel,der Glucose als Substrat 
gepriift, ob zwischen den verschiedenen (,-dicarbonsiuren Unterschiede 
in bezug auf die Férderung der Glykogenbildung bestehen (Tabelle 5). 
Dies ist offenbar nicht der Fall. 


Tabelle 5 


. Versuchsanordnung wie Tab.3 und 4. Es bedeuten FS = Fumarsiure, 
AS = Apfelsiure, OS = Oxalessigsiure und PhS = Phosphorglycerinsiure. Die 
Zahlenangaben stellen die Mittelwerte dar, wobei in den Klammern die Anzahl 
der ausgefiihrten Versuche angegeben ist. Unter ber. sind die aus den Tab. 2 und 3 
durch Addition ermittelten Werte angegeben. Alle Werte Glykogen in °. 




















Gluc. + FS | Glue. + AS | Gluc. + OS PhS PhS + FS 
gef. . . .| 1,906 (7) | 2,470 (3) | -2,274 (3) | 0,318 (2) | 1,195 (2) 
ber: . . . 2,300 2,048 1,100 


Im Kombinationsversuch Glucose und Fumarsiiure bleibt die Glykogen- 
bildung, wie in den obigen Versuchen, deutlich unter der zu erwartenden. 
Ebenso im Versuch mit Phosphoglycerinsiiure. Nur beim Kombinations- 
versuch mit Apfelsiure fanden wir etwa 259, mehr Glykogen. Doch 
kann dieses Ergebnis rein zufilliger Art sein, da die Zahl der Ver- 
suche zu gering ist. ; 
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Wir sehen uns also gezwungen, aus unseren Versuchen den SchluB 
zu ziehen, daB eine férdernde Wirkung der C,-dicarbonsiuren auf die 
Glykogenbildung aus Kohlenhydraten nicht nachzuweisen ist. In 
unserer Versuchsanordnung, die durch die Zufuhr erheblicher Mengen 
C,-dicarbonsiiuren charakterisiert ist, werden dieselben offensichtlich 
unmittelbar in Glykogen umgewandelt und ihre katalytische-Wirkung 
auf die Zellatmung fuBert sich nicht in einer Férderung der Glykogen- 
bildung. Trotzdem sind wir geneigt, die oben dargelegte Problemstellung 
noch nicht als abgeschlossen zu betrachten und beabsichtigen sowohl 
die Glykogenbildung aus Adipinsiiure, wie auch die Wirkung kleiner 
Mengen von (,-dicarbonsiuren auf die Glykogenbildung zu untersuchen. 


Methodisches 


Ausfiihrung der Versuche: Die zu priifende Substanz wurde als 20% ige 
Lésung in einer Menge zugefiihrt, die 1 g pro 500 g Tier entsprach. Die Sauren 
wurden mit der berechneten Menge NaHCO, neutralisiert. Die Zufiihrung er- 
folgte mit der Schlundsonde. Als Versuchstiere verwendeten wir nur Meerschwein- 
chen. Vor jedem Versuch muBten die Tiere 24 Stunden hungern, dann wurde die 
zu priifende Substanz gegeben und 6 Stunden gewartet. Dann wurde das Tier 
durch Nackenschlag getétet und wie 8. 56 angegeben, verfahren. Die Glykogen- 
bestimmung erfolgte nach der. Methode von B. Sjégren u. Mit. (a. a.O.); siehe 
auch W. K.’und M. HasenfuB, Diese Z. 265, 189. AnschlieBend geben wir die 
von uns gefundenen Hungerglykogenwerte wieder. 

Tabelle 6 


Glykogengehalt der Leber von Meerschweinchen nach 
24stiindigem Hungern 

















Gewicht des Gewicht der Glykogengehalt 
Tieres Leber pro 100 g Leber 
I. Versuchsserie 
440 9,8 0,026 
450 14,5 0,041 
420 14,0 0,031 
650 21,5 0,083 
. 580 . 18,5 0,099 
610 21,5 0,364 
530 20,0 0,155 
550 12,8 0,060 
Mittelwert 0,107 
IT. Versucksserie 

500 19,5 0,115 
550 18,5 0,222 
500 17,5 0,045 
480 19,3 0,107 
300 10,0 0,074 
280 10,0 0,061 
310 7,0 0,060 
260 12 0,159 
270 8,5 0,194 
280 8,5 0,237 











Mittelwert 
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Zur cancerogenen Wirkung aromatischer Kohlenwasserstoffe 
Zugleich Bemerkung zu der Mitteilung von vy. Euler und Bol. Skarzynski') 


Von 
Hans Lettré 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Gottingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1944) 


In einer friiheren Arbeit”) habe ich darauf hingewiésen, daB aro- 
matische Kohlenwasserstoffe sich unter Anwendung von Symmetrie- 
betrachtungen in zwei Gruppen einteilen lassen, von denen die eine 
symmetrische die nicht cancerogenen, die andere unsymmetrische die 
cancerogenen Kohlenwasserstoffe enthailt. Diese Aussage hatte zunichst 
nur rein beschreibenden Charakter, ohne daB weitere SchluBfolgerungen 
hinsichtlich des Wirkungsmechanismus der cancerogenen Kohlen- 
wasserstoffe gezogen wurden. In der Zwischenzeit habe ich in einem 
Vortrag*) iiber eine Méglichkeit der Deutung dieser RegelmiBigkeit 
und sich hieraus ergebende experimentelle Mdéglickkeiten berichtet. 
Da diese Arbeiten ihrem Wesen nach sich lange hinziehen und teilweise - 
aus fiuBeren Griinden zuriickgestellt werden miissen, méchte ich diese 
Uberlegungen schon jetzt hier wiedergeben, zumal sich damit Gelegen- 
heit ergibt, einige Unklarheiten zu beheben, auf die v. Euler und 
Skarzynski?) hinweisen. 

Einmiitigkeit besteht darin. daB cancerogene Kohlenwasserstoffe 
durch eine besondere Reaktionsfihigkeit alsgezeichnet sind. Wenn wir 
ihre Wirkung als eine katalytische ansehen, so muB die eingetretene 
Reaktion unter physiologischen Bedingungen reversibel sein, bzw. zu 
einem reversiblen System fiihren. Die Reaktionsfihigkeit kann sich 
gegen Wasserstoff oder Sauerstoff éuBern; als reversibles System kénnen 
wir das eines Kohlenwasserstoffs und seiner Dihydroverbindung (ev. 
auch héherer Hydrierungsstufen) oder eines Chinons und Hydrochinons 
annehmen. Aus den bekannten Eigenschaften kénnen wir danach 
solehe aromatischen Kohlenwasserstoffe aussondern, bei denen eine 
reversible Reaktion nicht méglich ist. In der Monographie von E. Clar*) 
finden wir eine Zusammenstellung der Reaktivitiit aromatischerKohlen- 
wasserstoffe, wovon hier insbesondere Hydrierung und das Verhalten 


1) H. 281, 117 (1944). 

2) H. 280, 28 (1944). Als Erganzung fiige ich noch die Angabe der Arbeit 
von N. Svartholm, Arkiv f. Kemi, Mineralogi 0. Geologi Bd. 15a, Nr. 13 (1942): 
Elektronenverteilung und Reaktionsfaihigkeit bei kondensierten ungesattigten 
Kohlenwasserstoffen, an, auf die mich Herr Prof. Druckrey aufmerksam machte. 

3) Sitzung der Géttinger Chemischen Gesellschaft vom 29. Januar 1944. 
4) Aromatische Kohlenwasserstoffe, Springer, Berlin 1941. 
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der Chinone interessieren. In der Reihe der linear kondensierten Kohlen- 
wasserstoffe nimmt die Leichtigkeit der Hydrierung vom Benzol iiber 
Naphthalin und Anthracen zum Tetracen zu. Pentacen disproportioniert 
beim Erhitzen in Dihydropentacen und Kohlenstoff, Dihydrohexacen 
entsteht als alleiniges Reaktionsprodukt bei der Zinkstaubschmelze des. 
Chinons und beim Dihydroheptacen ist die Dehydrierung zum Heptacen 
noch nicht gelungen. Analog findet man bei den p-Chinonen der Reihe 
eine zunehmende Stabilisierung der Chinonform, derart, daB dem ver- 
kiipbaren Anthrachinon das eben noch verkiipbare Tetracenchinon 
folgt, dem sich das nicht mehr verkiipbare Pentacenchinon anschlieBt. 
Obschon die vielkernigen linear kondensierten Kohlenwasserstoffe sehr 
reaktionsfihig sind, wiirden ihre Hydrierungs- oder Oxydationsprodukte 
unter physiologischen Bedingungen nicht mehr einer reversiblen Dehy- 
drierung, bzw. Hydrierung fihig sein, d. h. in einer einmaligen Reaktion 
in einer reaktionstrigen Form stabilisiert sein. Soweit bisher gepriift, 
sind die linear kondensierten Kohlenwasserstoffe nicht cancerogen. 
E. Clar hat fiir die Zusammenhiinge zwischen Redoxpotential und Kon- 
stitution bei p-Chinonen eine quantitative Beziehung abgeleitet, nach der 
mit steigender Ringzahl das Potential immer negativer wird. SinngemaiB 
kann man aus den Eigenschaften der Hydrierungsprodukte eine Kurve 
konstruieren, die zu der der p-Chinone spiegelbildlich liegt und anzeigt, 
daB das Redoxpotential von p-Dihydrokohlenwasserstoffen immer 
positiver wird. Die Potentiale der p-Chinone und Dihydroverbindungen 
entfernen sich also aus dem Gebiet der physiologisch wichtigen Poten- 
tiale zwischen dem des Sauerstoffs und hydrierter Fermente. Von den 
o-Chinonen angular kondensierter Systeme findet Clar jedoch, da8 ihr 
Potential niemals negativ wird, sondern sich von dem des o-Benzo- 
chinons einem niedrigeren positiven Wert asymptotisch nihert. Nach 
ihren Kigenschaften wire von den o-Dihydroverbindungen gleiches 
Verhalten im Gebiet negativer Potentiale zu erwarten. o-Chinone und 
o-Dihydroverbindungen wiirden also im Bereich physiologischer Poten- 
tiale bleiben. Wenn diese klaren Verhiltnisse auch nur fiir die p-Deri- 
vate der linear kondensierten und fiir die o-Derivate der einfach angular 
kondensierten Kohlenwasserstoffe gelten und fiir Kohlenwasserstoffe 
komplizierteren Kondensationsgrades wahrscheinlich Abweichungen 
bestehen werden, so erscheint es doch gerechtfertigt, der o-Reaktion 
vor der p-Reaktion gréBere Bedeutung zuzumessen. 

Unter diesem Gesichtspunkt gewinnt die Symmetriebeziehung fiir 
die cancerogene Wirkung eine neue Bedeutung. Die von mir angegebene 
Notwendigkeit, eine Symmetrielinie durch einen Ringmittelpunkt zu 
ziehen, ist in den meisten Fillen identisch mit der Betrachtung des 
relativen Substitutionsgrades zweier benachbarter C-Atome. Im Phen- 
anthren (I) sind die 9,10-C-Atome rechts und links der Symmetrielinie 
je einem gleichen Teil des Molekiils zuzuordnen, im schwach cancero- 
genen 1,2-Benzanthracen (II) ist das eine einem Kern, das andere zwei 
Kernen benachbart. In den symmetrischen nicht cancerogenen Kohlen- 
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wasserstoffen 2, 3, 6, 7-Dibenzphenanthren (III), 3, 4, 5, 6-Dibenzphen- 
anthren und 1, 2, 7, 8-Dibenzphenanthren sind beide C-Atome in 
gleicher Weise mit je zwei Kernen in Verbindung. Die damit ver- 
kniipften Unterschiede in der physiologischen Wirkung sollten sich 
auch in der Reaktivitit (Redoxpotential) wiederfinden, bzw. darin 
ihre Ursache haben. Es ergibt sich daraus die Fragestellung nach der 
Anderung der Redoxpotentiale von o-Chinonen oder o-Dihydrokohlen- 
wasserstoffen bei gleichartiger oder ungleichartiger Substitution der 
beiden o-C-Atome, d. h. bei einer Symmetrie oder Unsymmetrie beziig- 
lich einer zwischen den beiden C-Atomen durchgehenden Symmetrielinie. 

Die Symmetrielinie mu8 also nicht nur durch einen Ringmittelpunkt 
fiihren, sondern auch zwischen zwei C-Atomen hindyrchgehen. Von den 
beiden Moglichkeiten durch einen Benzolkern eine Symmetrielinie zu 
legen, wiirde nur die sinnvoll erscheinen, die zwischen den C-Atomen 
durchfiihrt (Formel IV) und nicht die Linie, die durch C-Atome hindurch- 
geht. Entsprechend wire beim Anthracen die Symmetrielinie nicht 
durch die C-Atome 9 und 10 zu legen, sondern durch die 3 Ringe hin- 
durch (Formel V). Damit eliminieren sich die scheinbaren Ausnahme- 
fille, die von mir und neuerdings von v. Euler und Skarzynski hervor- 
gehoben sind. Fiir die Frage der Reaktivitat des 3,4-Benzphenanthrens 
(Formel VI) ist die Symmetrielinie A—B bedeutungslos, wesentlich ist 
die Unsymmetrie der Substitution rechts und links der Linie A—C 
zwischen den C-Atomen einer méglichen o-Verbindung. In gleicher 
Weise ist die Symmetrie des 1, 2, 7, 8-Dibenzanthracens (Formel VII) 
nicht auf die Linie A—B durch die C-Atome 9 und 10 zu beziehen, 
sondern auf Linie A—C zwischen einer méglichen o-Stelle. Bei allen 
anderen von mir friiher diskutierten Kohlenwasserstoffen ist die Sym- 
metrielinie identisch mit der Linie der zu vergleichenden o-C-Atome. 
Daher kommt es, daB die Symmetrie der Molekiile zunichst als das auf- 
falligste Merkmal im Aufbau als wesentlich angesehen wurde; durch die 
obigen Betrachtungen verschiebt sich das Problem zu der Frage nach der 
Abhingigkeit der Reaktivitaét von unsymmetrischer und symmetrischer 
Substitution an zwei benachbarten Kohlenstoffatomen. 

Ein neues Moment ergibt sich hierbei bei dem nicht cancerogenen 
Perylen (VIII). Die wie friiher gezogene Symmetrielinie A—B wiirde 
nur die Bildungsméglichkeit einer o-Dihydroverbindung méglich machen, 
wihrend ein o-Chinon an dieser Stelle nicht méglich ist. Eine andere 
Linie C—D wiirde beide o-Derivate mégtich erscheinen lassen, aber eine 
unsymmetrische Aufteilung des Molekiils ergeben. Ob damit eine Aus- 
wahl der beiden bisher als gleichwertig nebeneinander diskutierten 
Reaktionsméglichkeiten zugunsten der Hydrierung gegeben ist, sei 
zunichst offengelassen. 

Wenn v. Euler und Skarzynski von ,,den von Lettré gesam- 
melten Fallen von cancerogener Wirkung asymmetrischer Kohlenwasser- 
stoffe“ sprechen und einige weitere Stoffe anfiihren, die sich der Regel 
nicht einzuordnen scheinen, so kénnte der Anschein erweckt werden, 
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als ob von mir nur eine Auswahl oder gar ad hoe gemachte Auswahl von 
Stoffen zur Ableitung der RegelmiBigkeit verwendet worden sei. Unter 
bewuBtem Verzicht auf Kohlenwasserstoffe mit Fiinfringen, Hetero- 
cyclen und Homologe von Kohlenwasserstoffen habe ich die aro- 
matischen Grundkohlenwasserstoffe miteinander verglichen. Es gibt 
2 Kohlenwasserstoffe mit 3, 6 mit 4 und 15 mit 5 kondensierten aro- 
matischen Ringen. Das ist die Gesamtzahl der theoretisch méglichen 
Grundkohlenwasserstoffe. Eine Ausdehnung auf die Kohlenwasserstoffe 
mit 6 kondensierten Ringen wurde nicht vorgenommen, da hier von den 
theoretisch méglichen 57 Kohlenwasserstoffen nur ein Bruchteil unter- 
sucht ist (Beispiele siehe unten). 

Die von v. Euler und Skarzynski als Ausnahmen angefiihrten 
Stoffe: 1, 2, 7, 8-Dibenzfluoren, 3, 4, 5, 6-Dibenzacridin, 1, 2,7, 8-Diben- 
carbazol und 3, 4, 5, 6-Dibenzcarbazol entsprechen in ihrem Aufbau dem 
1, 2, 7, 8-Dibenzanthracen und besitzen wie dieses keine Symmetrielinie 
zu einer o-Reaktionsstelle. Es bleibt als Ausnahme das nach der von 
v. Euler und Skarzynski zitierten Arbeit von Cook als schwach 
cancerogen erkannte 9,10-Dimethylanthracen (1X). In den meisten 
Fallen bewirkt die Einfiihrung von Methylgruppen eine Steigerung der 
cancerogenen Wirkung. Das schwach wirksame 1,2-Benzanthracen wird 
durch Einfiihrung einer Methylgruppe an verschiedene Stellen des 
Molekiils stiirker wirksam und erreicht im 9,10-Dimethylderivat eine sehr 
starke Wirkung. Das als unwirksam angesehene Chrysen ist als 1,2-Di- 
methylderivat stark wirksam. Die Substitution kann bewirken, daB eine 
Anderung der Reaktionsfihigkeit erfolgt oder durch Blockierung 
der substituierten Stellen ein bei dem unsubstituierten Kohlenwasser- 
stoff nicht begiinstigter Reaktionstyp in den Vordergrund tritt. Jeden- 
falls werden die Verhiiltnisse bei den substituierten Kohlenwasserstoffen 
einer gesonderten Betrachtung bediirfen. Der Fall des cancerogenen 
1, 2, 3, 4-Tetramethylphenanthrens (Formel X) zeigt, daB Methyl- 
gruppen auch als zur Unsymmetrie beitragende Gruppen fungieren 
k6énnen. 

Einige Beispiele der sich aus den vorstehenden Betrachtungen 
ergebenden Forschungsprobleme seien angegeben: 1. Es ist denkbar, 
daB E.Clar in Fortfiihrung seiner Untersuchungen an den konden- 
sierten Ringsystemen die hier abgeleiteten Beziehungen einer quan- 
titativen Berechnung unterwerfen kann. 2. Bestimmung der Redox- 
potentiale der kondensierten MKohlenwasserstoffe, was auf polaro- 
graphischem Wege méglich sein sollte. Bemerkenswerterweise hat 
N.Waterman®) durch polarographische Messungen einen Unter- 
schied zwischen cancerogenen und nicht cancerogenen Kohlenwasser- 





stoffen festgestellt. Analog wiren die Redoxpotentiale der entsprechen- 
den o-Chinone zu bestimmen. 3. Als ein Beispiel der Bedeutung der 
Symmetrie fiir die Beurteilung einer méglichen cancerogenen Wirkung 








5) C.r. Soc. Biol. Paris 180, 1115(1939). Acta brev. neerl. Physiol.9, 143 (1939). | 
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a. 1,2,4,5-Dibenzpyren (Formel XII), unsymmetrisch, nicht gepriift. 
ung 1,2,6,7-Dibenzpyren (Formel XIII), symmetrisch, nicht gepriift. 
‘7 3,4,8,9-Dibenzpyren (Formel XIV), unsymmetrisch, cancerogen. 
| 3,4,9,10-Dibenzpyren (Formel XV), symmetrisch, nicht gepriift. 
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In Ubereinstimmung mit der Regel sind die untersuchten Kohlen- 
wasserstoffe XI und XIV unsymmetrisch aufgébaut und cancerogen. 
Nach der Regel miissen XIII und XV nicht cancerogen, XII kann 
cancerogen sein. Von dem Ausgang eines solchen Experimentes muB8 
die Beurteilung des Wertes der von mir aufgestellten Regel abhingig 
gemacht werden. 

DaB8 physikalisch-chemische Eigenschaften eine Rolle spielen, z. B. 
die im Wesen der Kohlenwasserstoffe liegende Lipoidléslichkeit. ist, 
schon von Butenandt®) betont worden [3. a. Lettré und M. E, Fern- 
holz’)}. v. Euler und Skarzynski heben noch die Rolle des verwen- 
deten Tiermaterials, Art der Applikation der zu priifenden Stoffe und 
die Reaktionsweise des betroffenen Gewebes als zu beachtenden Faktor 
hervor. Die cancerogene Wirksamkeit dokumentiert sich durch die 
Prozentzahl der entstehenden Tumoren bei der eingesetzten Tierzahl 
und durch die Zeit, die bis zum Auftreten der Tumoren vergeht. Der 
Quotient beider Werte ist von Iball8) als MaB der Wirksamkeit vorge- 
schlagen worden. Die Latenzzeiten der Tumorbildung kénnen bis 
zu 2 Jahren gehen und es ist schon hiufig die Ansicht geiuBert worden, 
daB die Latenzzeit die Lebenszeit der meist verwendeten Miiuse iiber- 
steigen kénnte, so daB eine etwaige cancerogene Wirkung gar nicht 
mehr zur Beobachtung kommen kann. Iu einem Referat®) iiber meine 
erste Arbeit ist das Chrysen als ein Ausnahmefall hervorgehoben worden ; 
vielleicht liegt bei ihm eine besonders lange Latenzzeit vor. Nach 
Haddow?*) haben cancerogene Kohlenwasserstoffe eine hemmende 
Wirkung auf die Entwicklung von Tumoren und auf das Wachstum von 
jungen Ratten, waihrend nicht cancerogene diese Wirkung nicht zeigen. 
Chrysen hemmt das Wachstum von Impftumoren. Vielleicht kommt 
in dieser Versuchsanordnung eine Wirksamkeit des Chrysens zum 
Ausdruck. 

Von v. Euler und Skarzynski. werden Mitosegifte und cancero- 
gene Kohlenwasserstoffe in einen Zusammenhang gebracht, der durch 
Untersuchungen iiber die polyploidisierende Wirkung bei der Pflanze 
und durch die Bildung ,von Gigasformen bei der Hefe méglich er- 
scheint !1). In einer friiheren Arbeit von v. Euler??) wird Colchicin, weil 
es polyploidisierend wirkt, als méglicherweise cancerogen bezeichnet. 
Wir haben uns seit langerer Zeit — auf Anregung von Herrn Prof. 
Bauch-Rostock — mit dieser Frage beschaftigt und keinen Anhalt fiir 
eine solche Wirkung gefunden. Hieriiber wird spiiter berichtet werden. 
Cancerogene Stoffe und Mitosegifte greifen sehr wahrscheinlich an ver- 
schiedenen Zellbestandteilen an, so dafs eine Gleichsetzung nicht statt- 


6) Arch. f. exp. Path. 190, 74, 112 (1938). 

7) B. 78, 486 (1940). 

8) Amer. J. Cancer 35, 188 (1939). 

®) Die Chemie 57, 15 (1944). 

10) Proc. Roy. Soc., Lond. Ser. B. 122, 442, 477 (1937); 127, 277 (1939). 
11) Literatur bei!). R. Bauch, Wschr. f. Brauerei 1942, H. 1—2. 

12) H. 277, 18 (1942). 
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haft ist. Nachdem wir eine Mitosegiftwirkung des Oestradiols fest- 
gestellt haben !%), kénnte durch eine Gleichsetzung nur die alte Theorie 
der ,,cancerogenen“ Wirkung des Follikelhormons wieder aufleben, die 
durch die experimentellen Arbeiten von Butenandt entkraftet ist. 
Von einigen Forschern ist Polyploidie mit Sulfonamiden erzielt worden, ~ 
Campher bewirkt die Bildung von Gigashefen, Theobromin wirkt 
polyploidisierend (R. Bauch), ist nach unseren Untersuchungen aber 
kein Mitosegift. Wollte man aus der polyploidisierenden Wirkung auf 
eine cancerogene extrapolieren, so wiirde der GenuB des Kakaos seit 
der Zeit der Azteken zur Verbreitung der Krebskrankheit beigetragen 
haben. Auf dem Gebiet der Zellwirkstoffe scheint eine Differenzierung 
der Erscheinungen das primaire Problem zu sein, eine unbegriindete 
Verallgemeinerung miiBte zu einem physiologisch-chemischen Nihilis- 
mus fiihren. 


13) Lettré, H. 278, 201 (1943). 
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I. Uber biologische Fettoxydation 


Von 
FE. Annau, A. Eperjessy, E. Mihalyi und Z. v. Zathureezky 
Aus dem med.-chem. Institut der Universitit Kolozsvar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1944) 


Die Probleme der biologischen Fettoxydation wurden in den letzten 
Jahrzehnten stark vorangetrieben. Man erhielt dabei auf viele Fragen 
befriedigende Antworten und konnte sich tiber den Fettabbau ein 
annaherndes Bild machen. Als Grundprinzip der Fettoxydation gilt 
die 8-Oxydation der Fettsauren; doch ist man sich noch nicht im klaren, 
ob die Fettsiuren als freie Siuren bzw. als Salze oder aber als Glycerin- 
ester bzw. Fette der Oxydation unterliegen. Die Neutralfette sind wegen 
ihrer Unléslichkeit wahrscheinlich nicht abbaufihig. Dagegen gilt heute 
schon als sichergestellt, daB die hydrophilen Phosphatide, ganz beson- 
ders die Lecithine eine oxydable Form der Fette darstellen. 

Die Phosphatide sind im Organismus in freier Form spiirlich anzu- 
treffen. Dagegen kennen wir nur wenig Eiweifstoffe, die frei von 
Phosphatiden sind; vielmehr sind in den letzten Jahren aus den ver- 
schiedenen Organen Proteide mit hohem Fettgehalt hergestellt worden. 
So isolierte Macheboeuf!) aus Pferdeserum ein Lipoproteid mit 
Albumineigenschaften. Przylecky?) beschrieb ein Verfahren, wonach 
man aus der Leber ebenfalls ein Lipoproteid erhilt. 

Uber die physiologische Bedeutung der Lipoproteide sind wir noch 
_ nicht unterrichtet. Sie scheinen vorwiegend in denjenigen Organen an- 
wesend zu sein, welche einen regen Stoffwechsel besitzen. So erscheint 
es nicht ausgeschlossen, daB ihnen, unter anderem auch im Fettstoff- 
wechsel eine Rolle zukommt. Wie schon erwahnt, erfaihrt diese Annahme 
durch den Umstand eine Unterstiitzung, daB freie Lipoide im gesunden 
Organismus, ausgenommen die Speicherungsstellen, nur selten anzu- 
treffen sind. Da die Lipoidkomponente aus Phosphatiden, Cerebro- 
siden, Cholesterinestern usw. bestehen kann, bilden die Lipoproteide 
sozusagen ein Vehikel, mit dem der Zelle eine Auswahl nach Bedarf 
dargeboten werden kann. Weiter enthalten die Lipoproteide die Fette 
wahrscheinlich in einer moleskulardispersen Verteilung, wodurch sie der 
Oxydation viel zugiinglicher sind, als die feinsten Fettemulsionen. Um 
die Rolle der Lipoproteide bei der biologischen Fettoxydation zu unter- 


1) M. A. Macheboeuf, Thése Fac. Sci., Paris 1928. 
®) St. I. v. Przylecky in Myrbick-Bamann, Die Methoden der Fer- 
mentforschung, Bd. I, 8. 458. 
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suchen, waren wir bemiiht, zuerst Lipoproteide in gréBerem MaBstabe 
und nach einer einfacheren Methode als bisher herzustellen. Wir arbei- 
teten nach dem Verfahren von R. Mihalyi, das auf der Fillbarkeit 
der Lipoproteide mit Saéuren aus ihren Lésungen in verd. Aethanol 
beruht. 

Eine neutrale, wiisserige Losung der Lipoproteide, deren qualitative 
Zusammensetzung bekannt war, diente zu den Oxydationsversuchen. 
Diese Versuche wurden von Z. v. Zathureczky, A. Eperjessy und 
E. Mihélyi durchgefiihrt. Die Oxydierbarkeit der einzelnen Symplexe 
wurde nach Warburg an iiberlebenden, atmenden Rattenleberschnit- 
ten gepriift, das heiBt es wurde stets der respiratorische Quotient (R.Q.) 
des atmenden Gewebes gemessen*). Aus den erhaltenen Werten konnte 
auf die Oxydation und weiter auf die biologische ,,Wertigkeit‘‘ der ein- 
zelnen Proteide geschlossen werden. Als Kontrolle diente eine 4-proz. 
Lecithinemulsion. Es ergab sich erstens, daf Lipoproteide viel besser 
als eine Lecithinemulsion abgebaut werden. Am stirksten wird das 
Proteid der Rinderleber oxydiert ; seine Zusammensetzung besteht neben 
dem Trigerproteid hauptsichlich aus Phosphatiden. Das Symplex von 
Macheboeuf wird am schlechtesten ausgeniitzt, und zwischen den 
beiden: steht das aus der Milz hergestellte Proteid. Das Proteid von 
Macheboeuf besitzt einen hohen Cholesteringehalt, welcher nach den 
Beobachtungen von Perlmann und Chaikoff‘) einen hemmenden 
EinfluB auf die Oxydation der Phosphatide ausiibt. Bei der Oxydation 
der Lipoproteide scheint ein weiterer limitierender Faktor die mole- 
kulare GréBe des Trigerproteins zu sein. 


Ein anderer Teil der Versuche befabte sich mit der Frage der chemi- 
schen Regelung der Fettstoffwechselprozesse in der Leber, also mit 
denjenigen Faktoren, die eine Erhéhung der biologischen Fettoxydation 
ermoglichen. Bisher. besitzen wir iiber dieses Problem nur wenig Er- 
fahrungen, und eine gesteigerte Fettverbrennung ist nur in Fillen von 
schweren Stoffwechselkrankheiten zu beobachten. 

Den Ausgangspunkt unserer Versuche bildete jene Beobachtung, 
daB Ammoniumsalze den oxydativen Stoffwechsel der iiberlebenden 
Nagetierleber im Warburg-Versuch beeinflussen®). Diese Wirkung der 
Ammoniumsalze besteht unter anderem in einem erhéhten Auftreten 
von Acetonk6érpern und einem Sinken des respiratorischen Quotienten. 
Daraus ist aber zu schlieBen, daB die Leber bei UberschuB von Am- 
moniak im erhéhten MaBe Fette verbrennt. '. 

Nach den hier anschlieBend mitgeteilten Versuchen von A. Eper- 
jessy und Z. v. Zathureczky*) ist der oxydative Fettabbau der iiber- 


8) E. Annau, Enzymologia {Den Haag] 9, 150 (1940); E. Annau, A. Eper- 
jessy u. Zs. L. Zathureczky, diese Z. 279, 66 (1943). 

4) I. Perlman u. IJ. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 128, 735 (1939). 

5) KE. Annau, diese Z. 224, 141 (1934); 279, 66 (1943). 

6) Diese Z. 282, 80 (1947). 
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lebenden Rattenleber durch alkylierte Ammoniakderivate ebenfalls zu 
beeinflussen, und zwar in weitaus gréBerem MafBe als durch anorgani- 
sche Ammoniakverbindungen. Der R.Q. des iiberlebenden Ratten- 
lebergewebes wird in einigen Versuchen fast schon bei physiologischen 
Konzentrationen der organischen Basen erniedrigt. Da uns zur Zeit 
nur eine ungeniigende Auswahl an Aminen zur Verfiigung steht, konnte 
die Frage noch nicht systematisch durchgearbeitet werden; doch ist aus 
den bisher vorliegenden Versuchen zu ersehen, daB im chemischen Regu- 
lierungsprozeB der Fettverbrennung die Alkanolamine von besonderer 
Bedeutung sind. DaB den Alkanolaminen, bes. dem Cholin, im Fettstoff-, 
wechsel der Leber eine bedeutende Rolle zukommt, haben am lebenden 
Tiere schon Best und Mitarbeiter’) und auch weitere Forscher be- 
wiesen. Im allgemeinen ergab sich aus ihren Versuchen, daB Cholin und | 
seine Abbauprodukte, wie Betainaldehyd und Betain, den Phosphatid- 
stoffwechsel der Leber steigern, indem sie die experimentell erzeugte 
Leberverfettung verhindern. 

[In unseren Versuchen erwiesen sich simtliche zur Verfiigung stehen- 
den Alkanolamine, so auch Colamin, als wirksam, wogegen letzteres 
Best und Huntsman’), wie auch Platt®) in Versuchen am Ganztier, 
unwirksam fanden. Es stehen noch zu wenig Erfahrungen zur Ver- 
fiigung, um den Widerspruch zwischen unseren Versuchsergebnissen und 
denen der oben genannten Forscher klar zu erkennen, doch ist anzu- 
nehmen, daB die Ursache methodisch bedingt ist. 

Da nach unseren Versuchen die Wirkungsstiirke der Alkanolamine 
derjenigen der Alkylaminen iiberlegen ist, scheint dies mit ihrer alko- 
holischen Natur, also mit der in ihrem Molekiil enthaltender Hydroxyl- 
gruppe zusammenzuhiingen. Schon Best und Ridout!®) sowie Platt?) 
iuBerten die Meinung, daB alle dem Cholin verwandte Substanzen, 
welche im Tierversuch eine Wirkung besaBen, in ihrem Molekiil eine 
freie Hydroxylgruppe enthielten. Diese Vermutung erfihrt eine Be- 
kraftigung durch das Ergebnis, da unter allen von uns untersuchten 
Alkanolaminen das drei Oxithylgruppen enthaltende Triithanolamin 
sich als die wirksamste Base erwies, da es schon in einer molaren 
Konzentration von 2-10—° bei gleichbleibendem Sauerstoffverbrauch 
die Kohlensiureproduktion um fast 80% senkt. 

Diese auffallende Erniedrigung des R.Q. fiihrte zu einer teilweisen 
Klairung der Wirkungsart der Amine. Unsere Vermutung, daB das 
Sinken des R.Q. nicht allein durch die Steigerung des oxydativen Fett- 
abbaus verursacht wird, sondern daB diese Erscheinung mit einer gleich- 
zeitigen Verminderung der Kohlenhydrat-Oxydation verbunden ist, wurde 
durch folgende Versuche bestitigt: Zur Atmungsfliissigkeit zugesetztes 
Hexosediphosphat wurde in Gegenwart von Athylamin, Cholin oder 


) 

) C. H. Best u. M. E. Huntsman, J. Physiology 75, 405 (1932). 

®) A. P. Platt, Biochemic. J. 33, 505 (1939). 

) C. H. Best u. I. M. Ridout, Ann. Rew. Biochem. 8, 348 (1939). 
6* 
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Triathanolamin durch die atmenden Leberschnitte nicht oxydiert, da 
der R.Q. ebenso niedrig war als bei Zusatz dieser Basen allein, also 
ohne Zusatz von Kohlenhydrat. Wurde zur Atmungsfliissigkeit Hexo- 
sediphosphat allein zugesetzt, so stieg der R.Q. etwas iiber 1 hinaus 
an, ein Zeichen, da dann das Kohlenhydrat gut abgebaut wurde. 


II. Lipoproteide aus Rinderleber und Milz 
Von 
E. Mihalyi 
Aus dem med.-chem. Institut der Universitat Kolozsvar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1944) 


Lipoproteide wurden aus Organen zuerst von Liebermann!) her- 
gestellt. Da aber die von ihm angewandte Methode zu umstandlich und 
mit einer Denaturierung des Eiweifes verbunden war, fiihrte sie nicht 
immer zu den gewiinschten Zielen und war dabei auch nicht iiberzeugend. 
So z: B. léste sich sein Proteid nur im stark alkalischen Bereich, was 
schon gegen ein im Organ vorgebildetes Produkt sprach. Macheboeuf?) 
und v. Przylecky’) stellten zuerst einwandfrei fest, daB im Tierkérper 
Lipoproteide tatsichlich nativ vorkommen. Macheboeuf erhielt sein 
Proteid aus Pferdeserum durch fraktionierte Ammoniumsulfat- und 
wiederholte Siurefillung mit einem Lipoidgehalt von 40%, das er nach 
der Zahl der Fraktionen A, nannte. Ungefihr die gleiche Methode 
wandte v. Przylecky bei der Herstellung eines Rinderleber-Proteides 
an. Wir fanden diese Verfahren zu schwerfallig, da das Proteid bei 
wiederholter Fallung nur sehr langsam und dann noch unvollkommen in 
Lésung zu bringen war und die letzten Niederschliage sich tiberhaupt 
nur in stark alkalischem Milieu lésen lieBen. 

Das Wesen des von uns angewandten Verfahrens beruht auf der 
von Macheboeuf gemachten Beobachtung, da Lipoproteide aus 
einer 70—80-proz. alkoholischen Liésung nicht ausgeschieden und in 
kurzer Zeit auch nicht denaturiert werden. 

Verfahren zur Herstellung von Lipoproteiden. 1 kg frische Rinder- 
leber wird auf der Fleischmaschine gemahlen und nachher mit Sand fein zer- 
rieben, dazu wird 11 auf — 25° abgekiihltes 96-proz. Aethanol gegossen und 
5 Minuten lang gut gemischt. Die alkoholische Aufschwemmung wird scharf 
abzentrifugiert, und die klare gelbe Lésung, welche das Proteid enthilt, ge- 


sammelt und mit dem gleichen Volum dest. Wasser verdiinnt. Nun wird mit 
n-Schwefelsiure auf pH 5 angesiuert und der entstandene feinflockige Nieder- 


1) L. Liebe~mann, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 54, 573 


(1893). 
2) M. A. Macheboeuf, Thése Fac. Sci., Paris 1928. 
3) St. J. v. Przylecky in Myrbick-Bamann, Die Methoden der 


Fermentforschung, Bd. I, S. 458. 
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da schlag nach kurzem Stehen abzentrifugiert. Der vorwiegend aus Lipoproteid 
ilso @ pestehende Niederschlag wird mit 100 ccm dest. Wasser gut verrieben und so 
XO- @ lange mit n-NaOH versetzt, bis der Neutralpunkt erreicht ist, wodurch das 
aus @ Proteid in Lésung geht. Es wird filtriert und die Saurefillung sowie das Auf- 
lésen mittels Alkalis drei- bis viermal wiederholt; zuletzt lost man aber nur 
in 50 ccm dest. Wasser. In diesem Falle betrigt das Volum der gelb gefarbten 
Lipoidlésung zumeist 65 ccm, wovon 1 ccm 7,6 bis 9,8 mg Trockensubstanz 
enthalt; man kann also aus 1 kg Rinderleber 6,5—0,6 g Proteid erhalten. 

Auf die gleiche Weise wird auch das Proteid aus Rindermilz hergestel]t; es 
ist durch Blutfarbstoffe verunreinigt und seine wisserige Lésung daher tief 
efiirbt. 
, Nach obigem Verfahren versuchten wir auch aus Rinderlunge ein Lipo- 
proteid zu erhalten; die so hergestellten Produkte gaben jedoch zumeist einen 
geringen petrolitherléslichen Riickstand (14%), auch war das Proteid stark 
durch Blutfarbstoffe verunreinigt. Versuchte man aber den Farbstoff durch 
Auswaschen zu entfernen, so ging scheinbar alles Lipoproteid in das Waschwasser 
iiber, denn durch Saiurezusatz konnte aus dem Athanolextrakt kein Niederschlag 
mehr erhalten haben. 


1er- Analytisches. Die Analysen wurden an den im Vakuum eingeengten und 
ind § nachher im Exsiccator zur Gewichtskonstanz getrockneten Priparaten vorge- 
‘cht nommen. 


Zuerst wurde nach Kumagawa-Suto‘) nach alkalischer Hydrolyse die 
nd. § ither- bzw. petrolaitherléslichen nichtfliichtigen Fettsiuren bestimmt und da- 
was § nach die Menge des ,,Unverseifbaren“* ermittelt. 

if?) Der Phosphatidanteil wurde nach Salpetersiure-Schwefelsiure-Veraschung 
| volumetrisch, modifiziert nach Macheboeuf®), bestimmt. Der Phosphatgehalt 
wurde auf Lecithin umgerechnet. 

sein Cholesterin wurde nach Windaus durch Digitoninfaillung bestimmt. Da 
und § ohne vorherige Hydrolyse aus dem alkoholisch-atherischen Extrakt keine Fallung 
zu erhalten war, lag also das Cholesterin im Proteid als Ester vor. Die Werte 
wurden auf Cholesterin-oleat umgerechnet. Der Cerebrosidanteil des Proteides 
wurde aus dem Galaktosegehalt bestimmt. Der mit Alkohol-Ather extrahierte 
ides § Riickstand des Proteides wurde mit 3-n. Schwefelsiure hydrolysiert, die frei- 
bei § gesetzten Fettsiuren mit Petrolither ausgeschiittelt und in der sauren wiisse- 
rigen Lésung die Galaktose nach Soerensen-Haugaard®) bestimmt. 


upt Der Umstand, da zu verschiedenen Zeiten hergestellte Priparate 
in ihrer Zusammensetzung befriedigend iibereinstimmten, beweist, daB 
der fhier eine einheitliche Substanz vorlag. 
a Die Resultate der einzelnen Bestimmungen des Leber- und Milz- 
| in | proteides sind in der Tabelle zusammengefaBt. Zum Vergleich sind die 
Daten des Lipoproteides Ag von Macheboeuf mitangefiihrt. Es ist in- 
der- | teressant, daB das Leberproteid und das Milzproteid im absoluten Fett- 
zer- Igehalt und der qualitativen Zusammensetzung miteinander fast iiberein- 
stimmen. Der gréBte Teil ihres Fettgehaltes bestand aus Phosphatiden, 
.|wahrscheinlich Lecithinen und Kephalinen neben einem geringen Gehalt 
mit Jan Cholesterin und Cerebrosiden. Demgegeniiber enthielt das Proteid 
der-Ivon Mache boeuf viel Cholesterin, fast die Halfte seines Lipoidgehal- 
tes; Cerebroside waren nicht nachzuweisen. 

Eigenschaften der Proteide. Da die Lipoproteide der Leber 


der 4) M. Kumagawa u. K. Suto, Biochem. Z., 8, 212 (1908). 
5) M. A. Macheboeuf, Thése Fac. Med., Paris (1927). 
6) M. Soerensen u. G. Haugaard, Biochem. Z., 260, 247 (1933). 
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und der Milz in ihrem chemischen und physikalischen Verhalten einan- 
der gleichen, beziehen sich die unten angefiihrten Erérterungen auf beide. 

Die neutralen Lésungen beider Proteide bilden, im Vakuum einge- 
trocknet, gelbe, griinlich schimmernde, gut pulverisierbare Massen, ohne 
fettartige Eigenschaften. Ihre Trockenpulver quellen in dest. Wasser 
auf und gehen nach einigen Stunden glatt in Lésung. Die wisserigen 
Lésungen der Proteide sind gelb bis hellbraun und opalisieren ein wenig. 


Zusammensetzung der Lipoproteide in Gewichtsprozenten 











Macheboeufs A, Aus Leber Aus Milz 
Fettsiuren ...... baie 28,15 |) = 
»,Unverseifbares’. . . } w6,e2 4,64 |f 32,70 53,48 
Cholesterin ...... 11,29 1,98 — 2,22 
Phosphor ....... 0,94 1,25 — 1,21 
Galaktose....... — 1,47 —_ — 
Lecithin. ....... 23,62 31537 | 41.23 30,37 | 
Cholesterin-oleat .. . 19,08 3,34 40,27*) 3,75 (40,5*) 
Cerebrosid....... — 6,52 j Jai — J 























Einzelne Bestandteile in Gewichtsprozenten ausgedriickt. 
*) Bestimmt durch Alkohol-Ather-Extraktion. 


Eine 5-proz. Proteidlésung koaguliert nicht auf dem siedenden Wasser- 
bad, auf freier Flamme aufgekocht, bildet sich auch kein Niederschlag, 
es verschwindet sogar ihre Opalescenz, um nach dem Erkalten wieder 
zu erscheinen. 

Die Lésungen der Lipoproteide sind gegen Salzlésungen sehr emp- 
findlich. Eine gesittigte und mit Ammoniak neutralisierte Ammonium- 
sulfatlésung fallt sie schon in einem Verhiltnis von 1: 10, eine gesittigte 
Kochsalzlésung ebenfalls im Verhiltnis von 1:4, im Verhiltnis von 
1:10 aber triibt sich die Lésung nur gering. 

Zur Bestimmung des Flockungsoptimums der Lipoproteide diente 
1 cem einer 1-proz. Lésung, zu welcher 10 ccm Acetatpufferlésung von 
verschiedener Wasserstoffzahl zugesetzt wurden. Nachher wurde die 
Wasserstoffzahl des Gemisches potentiometrisch kontrolliert. Die untere 
Fallungsgrenze der Proteidlésung wurde bei py 4,30 festgestellt, die 
obere liegt bei py 6,05, das Flockungsoptimum befindet sich bei py 5,30. 
Unterhalb und oberhalb dieser Werte waren nur Triibungen zu beobach- 
ten. Bemerkenswert ist die ziemlich weite Zone des Fallungsbereiches 
der Lipoproteide; schon Feinschmidt’) hat auf eine Erweiterung der 
Flockungszone von Lecithinsolen hingewiesen, wenn man diese mit Ei- 
weiB versetzt; das Flockungsoptimum verschiebt sich dabei nach der 
alkalischen Seite hin. Es scheint danach, als ob die natiirlichen Organ- 
Lipoproteidlésungen sich aihnlich wie die kiinstlichen Eiwei8-Lipoidsole 
verhalten. 


7) J. Feinschmidt, Biochem. Z. 38, 244 (1912). 
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Sehr bezeichnend ist das Verhalten der Lipoprotoidlésungen gegen- 
iiber organischen Solventien. Es wurde schon von Macheboeuf?) 
darauf aufmerksam gemacht, da nicht zu konzentrierte wiisserige 
Lésungen der Proteide zwischen py 7 und 8 durch die zwei- bis drei- 
fache Menge Athanol niedergeschlagen werden, dagegen bleiben sie in 
Lésung, bzw. es entsteht erst nach mehreren Tagen ein amorpher, aus 
EiweiB bestehender Niederschlag, wenn das Volumen des zugesetzten 
Athanols auf das Acht- bis Zehnfache erhéht wird. Gegeniiber Aceton 
sind die Lipoproteidlésungen schon viel empfindlicher : mit dem gleichen 
Volumen Aceton versetzt, bildet sich schon nach 24 Stunden eine geringe 
Fallung, mit dem doppelten Volumen Aceton entsteht sofort ein volu- 
minéser Niederschlag. 

Das Fett der Organlipoproteide wird velikommen extrahiert und 
dadurch quantitativ bestimmt, wenn man das Proteid mit Ather, dem 
8 Teile Athanol zugesetzt sind, unter RiickfluB kocht. Die Extraktions- 
fliissigkeiten werden innerhalb von 12 Stunden dreimal gewechselt, 
nachher vereinigt und abgedampft. Der itherlésliche Riickstand wird 
in Petrolither aufgenommen, die Lésung filtriert und abermals abge- 
dampft. Der Riickstand stellt nun das gesamte extrahierbare Fett der 
Lipoproteide dar. Mit diesem Verfahren ist aus den Proteiden maximal 
40,27% Fett ausziehbar, welcher Wert mit den oben beschriebenen 
analytischen Daten gut iibereinstimmt. 


Zusammenfassung 
Es wird ein Verfahren beschrieben, wonach man aus der Rinderleber 
und -milz ein Lipoproteid mit iiber 40% Fettgehalt gewinnen kann. 
Analytische Daten iiber die qualitative Zusammensetzung der Fett- 
bestandteile werden angegeben. 


III, Das Problem der Lipoproteide vom Standpunkt der biologischen 
Fettoxydation 
Von 
Z. v. Zathureezky, A. Eperjessy und E. Mihalyi 
Aus dem med.-chem. Institut der Universitat Kolozsvar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1944) 


Die Fettstoffe der Lipoproteide bestehen zu einem groBen Teil aus 
den Phosphatiden Lecithin und Kephalin, deren Rolle im Fettstoff- 
wechsel heute bekannt ist. Ob die anderen Bestandteile wie Sphingo- 
myeline, Cerebroside und Cholesterin bzw. Cholesterinester unmittelbar 
am Fettstoffwechsel teilnehmen, ist zur Zeit noch nicht entschieden; 
wir kommen auf diese Frage spiiter zuriick. Uber die Bindungsart der 
Lipoide am Trigerprotein ist man sich auch noch nicht im klaren; 
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es wird vielfach angenommen, dai hier neben physikalischen Kraften 
auch chemische Bindungen vorliegen. Inwieweit diese Bindungen bei 
der Oxydation der Fette von Bedeutung sind, oder aber ob sie vor- 
her gelést werden, kénnen wir nicht entscheiden, doch steht fest, daB 
die Fettbestandteile der Lipoproteide von der atmenden, tiberlebenden 
Rattenleber gut oxydiert werden. 

Zu den Atmungsversuchen dienten Leberschnitte weiBer Ratten, die 24 Stdn. 
gehungert hatten. Es wurde nach der in den friiheren Arbeiten beschriebenen 
Methode von War burg gearbeitet'), wobei als MaB der Fettoxydation stets der 
respiratorische Quotient (R.Q.) des atmenden Gewebes bestimmt wurde. Jeder 
Atmungstrog enthielt 0,20 g Leberschnitte in Phosphatpuffergemisch von pH 7,2 
suspendiert, wozu maximal 0,5 ccm der betreffenden Proteidlésung von bekannter 
Zusammensetzung zugesetzt wurden. Das Gesamtvolumen der Atmungsfliissig- 
keit betrug 3 ccm, die Versuche dauerten 45 Minuten. Die oxydative ,,Wertig- 
keit** eines Proteides ergab sich aus derjenigen kleinsten Proteidmenge, welche 
den R.Q. des atmenden Lebergewebes noch gut erniedrigte. Das Gewicht des 
zugesetzten Proteides wurde folgendermafen festgestellt: 1 ccm der Proteid- 
stammlésung wurde durch eine 20-proz. Trichloressigsiurelésung gefallt und der 
Niederschlag nach Auswaschen und Trocknen zuerst bei 80° und dann im 
Exsikkator iiber CaCl,, gewogen. Die Stammlésung mit bekanntem Inhalt diente 
dann in den gewiinschten Verdiinnungen zu den Versuchen. Der absolute Fett- 
gehalt und die qualitative Zusammensctzung der einzelnen Proteide wurde nach 
E. Mihalyi?) ermittelt. 

In Tabelle 1 sind diejenige Versuche zusammengefaBt, welche die 
R.Q., also die Oxydationswerte der drei von uns hergestellten Lipo- 
proteide enthalten. Aus den Versuchen geht hervor, daB bei annihernd 
gleichem Fettgehalt das Proteid der Rinderleber am leichtesten oxydiert 
wird, indem noch 0,76 mg Proteid mit 0,30 mg absol. Fettgehalt den 
R.Q. auf einen Wert von 0,54 herunterdriicken. Dagegen wird das 
Lipoproteid aus Pferdeserum ziemlich schlecht ausgeniitzt, da 5 mg 
Proteid mit einem absol. Fettgehalt von 2,035 mg den R.Q. nur auf 
0,76 senken. Beim Lipoproteid der Milz steht der R.Q.-Wert mitten 
zwischen beiden; 2,5 mg des Proteides mit einem absol. Fettgehalt von 
1,0 mg erniedrigen den R.Q. nur auf 0,62, und 1,25 mg Trockengewicht 
mit einem absol. Fettgehalt von 0,5 mg beeinflussen ihn kaum noch. 
Weiter ist bemerkenswert, daB der R.Q. mit Abnahme der Substrat- 
konzentration stufenweise ansteigt. Wenn wir die einzelnen Quotienten 
mit der qualitativen Zusammensetzung der verschiedenen Proteide, 
insbesondere mit dem Serumproteid von Macheboeuf und dem Leber- 
proteid von Mihalyi, vergleichen, so fallt auf, daB ersteres 11,29% 
Cholesterin bzw, 19,08% Cholesterinoleat enthalt, das Leberproteid aber 
nur 1,98% Cholesterin bzw. 3,34% Ester. Nach Perlman und Chai- 
koff setzt Cholesterin den Lecithinumsatz der Leber herab. Es kann 
daher auch in unserem Falle angenommen werden, daB das dem Serum- 
proteid von Macheboeuf anhaftende Cholesterin die Oxydation des 
Proteidlecithins hemmt und so die ,,Wertigkeit‘‘ des Proteides herab- 


1) Diese Z. 279, 66 (1939). 
2) FE. Mihalvi, diese Z. 282, 72 (voranstehend). 
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Tabelle 1 
| Versuche Versuche 
£2) 23 £2) 23 
Nr. ‘= |$.8 | O. (CO, |R.Q. || Nr. 4-212 310, |CO,/R.Q 
Zusatz 2 é A g, Zusatz £ & = S 
ey m 
mg | mg mg | mg 
108 | 134] 1,07 { 108 | 134] 1,07 
1 Kontrollversuch 116} 152)1,15 9a Kontrollversuch 116) 152) 1,15 
139 | 137| 0,98 || 139] 137] 0,98 
2 3,1 11,19 |100| 50/0,50] 10 Mil 1,25] 0,50] 116] 108| 0,93 
112} 58] 0,5] eee toe 85] 72] 0,85 
lipoproteid 147/ 1181 0.80 
3 2,7 11,07 | 109] 61/1 0,55 mit 40% 1231118] 0°95 
/108| 58| 0,47 Fettgehalt 94| 86 0°91 
1115] 64/| 0,55 . * 
4 1,3510,53¢| 1021 4310.42] 1 24,37| 9,91 | 134 57 0,42 
108] 57] 0,52 
89) 41 | 0,48 Mache. 117] 60] 0,51 
Leber- | 99) 45) 0,43 ahead » ds 
5 | Hpoproteid } 1 9 76]0,306| 100] 54] 0,54] 12] Lipo. | {48 | 6.07) 101| 55) 0,54 
mit fa : 124] 75) 0,60 
'115] 52/)0,45 proteid é : 
39,7% | ; pages 144] 95] 0,69 
Fettwehalt 109} 70) 0,63 mit 40,7% 
8 |997| 55/0,56] 13|Fettgehalt || 5 [2,03] 95] 74]0,77 
6 0,54/0,21 | 119] 128] 1,07 Pe pe ps 
118] 128] 1,08 , 
105| 96! 0,91 |] 14 2,0 mg 148} 86] 0,58 
| 128] 118 | 0,92 150| 90] 0,60 
. or 162] 88] 0,54 
7 0,38]0,15 | 125] 125] 1,00 ” 
1113 114/ 1,01 | 15 £1 1,0 mg 118| 89] 0,76 
s 116] 96]0,82 
8 Milz- 5 2,02 | 111 47/04 42 3 115| 102] 0,88 
lipoproteid jil7) 6 0,51 a 130] 120| 0,92 
: aoe eta a 
Pd ine 57/0,39 7 16] | 0,5 mg | 102| 90] 0,88 
9 | rettechalt || 25 [1,01 | 148] 94] 0,63 148/134] 0,90 
8 146] 90] 0,61 130] 120] 0,92 
168 | 108 | 0,63 114] 104] 0,91 














setzt. Doch mégen hier auch noch andere Faktoren im Spiele sein, da 
das Milzproteid sich als minderwertiger erweist als das Leberproteid, ob- 
wohl es fast gleiche Zusammensetzung hat. Friiher berichteten wir iiber 
die eigenartige Wirkung von Ammoniumchlorid auf die Oxydation von 
Linolséure*), Gibt man nimlich zu atmenden Leberschnitten Linolsiure 
zusammen mit Ammoniumchlorid, so wird der R.Q. des Gewebes er- 
héht, wogegen beide Substrate allein im Atmungsversuch den R.Q. er- 
niedrigen. Ahnlich wie Linolsiure verhilt sich Macheboeufs Proteid 
in Gegenwart von Ammoniumchlorid. Wie aus der Tabelle 2 zu ersehen 


8) S. Perlman u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 12 





8, 735 (1939). 
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Tabelle 2 








Nr. Versuche | 0, CO, R. Q. 
1 | Leberlipoproteid - - 
Trockengewicht 3,1 mg | +4 ~ rar 
Fettgehalt 1,19 mg j zi ” 
2 | Leberlipoprotoid 128 58 0,39 
Trockengewicht 8 . mg 143 86 0,40 
Fettgehalt 3,17 mg 136 54 0,39 
NH,Cl 5,00 mg 146 53 0,36 
3] Macheboeuf- 

Lipoproteid A. 9 134 57 0,42 
Trockengewicht 24,37 mg 108 57 0,52 
Fettgehalt 9,91 mg 117 60 0,51 

4{/ Macheboeuf- ‘ 

Lipoproteid A. 9 167 122 0,73 
Trockengewicht 24,37 mg 100 74 0,74 
Fettgehalt 9,91 mg 156 116 0,75 
NH,Cl 5,00 mg 135 98 0,72 

5 125 74 0,59 
aon 150 90 0,60 
Lecithin 2 mg l 100 60 0.60 
148 86 0,58 

6 125 112 0,89 
Lecithin 2 mg | 132 110 0,83 
NH,Cl 5 mg 94 78 0,83 

, | 117 100 0,85 























ist, steigt bei Anwesenheit von Ammoniumchlorid der R.Q. der atmen- 
den Leberschnitte. Das Leberproteid verhilt sich umgekehrt; bei Zusatz 
von Proteid und Ammonsalz sinkt der R.Q. noch weiter. Ebenso wie 
Linolsiure und Macheboeufs Proteid verhilt sich Lecithin ex ovo 
puriss. Merck. Erklart kénnen diese Befunden heute noch nicht werden. 

Die Lipoproteide werden weiterhin die Fette biologisch bestmég- 
lichst zu dispergieren haben. Wir stellten nach Przylecky*) Lipo- 
proteide aus Ovalbumin und Pepton Witte mit Lecithin her. Wir 
wiihlten die Konzentration des Phosphatides so, daB sie dem der natiir- 
lichen Proteide annihernd gleichkam, also 30%. Wie aus der Ta- 
belle 3 zu ersehen ist, erwies sich besonders das kiinstliche Symplex 
aus Pepton Witte als wirksam, da 0,52 mg mit einem Gehalt von 0,127 
Lecithin den R.Q. noch auf durchschnittlich 0,68 senken. Ungefihr 
ebenso wirkt aber erst 1,49 mg Ovalbumin-Lecithin mit 0,52 mg Phos- 
phatid. Ovalbumin-Lecithin erniedrigt den Quotienten auch in gréBeren 
Konzentrationen nur miBig, dagegen scheint das Symplex aus Pepton 
dem Leberproteid noch iiberlegen zu sein. 


4) St. L. v. Przylecky u. E. Hofer, Biochem. Z. 288, 303 (1936). 
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Tabelle 3 
Kiinstliche Lipoproteide 
Nr. Versuche oO, co, R. Q. 
ee 7 f 131 127 0,97 
Konitrollversuch 130 127 0.97 
2 163 152 0,93 
Ovalbumin 96 92 0,95 . 
Trockengewicht 1 mg 124 118 0,94 
97 92 0,95 
; Ovalbumin-Lecithin Be wa rn 
Trockengewicht 2,98 mg 178 93 052 
Fettgehalt 1,04 mg 174 95 054 
. Ovalbumin-Lecithin = ro en 
Trockengewicht 1,98 mg 172 110 069 
Fettgehalt 0,69 mg 134 100 072 
i=4 454 5 "7 
° | Ovaibumin-Lecithin a pac 
Trockengewicht 1,94 mg 177 196 O71 
Fettgehalt 0,52 mg 195 150 077 
a Ovalbumin-Lecithin ( a ion aoe 
Trockengewicht 0,29 mg ' 136 114 0.85 
Fettgehalt 0,10 mg | 191 160 0°83 
Z| 14] 126 0,89 
Pepton-Witte 1 mg | +4 be po 
128 134 1,04 
> 9 40 
. Pepton- Lecithin 0 eed pas 
Trockengewicht 1,04 mg 138 71 0.51 
Fettgehalt 0,25 mg 182 9] 0.50 
C ‘ ( . 
“ Pepton-Lecithin 4 Bd pap 
Trockengewicht 0,52 mg 152 105 0.61 
Fettgehalt 0.127 mg | 219 one 073 























Beim Vergleich dieser Versuchsergebnisse mit den oben mitgeteilten 
Befunden ist folgendes zu bedenken. Die an die Proteide gebundenen 
Lipoide sind optimal dispergiert, ungeachtet ihrer natiirlichen cder 
kiinstlichen Entstehung. Dieser hohe Grad der Dispersion begiinstigt 
insbesondere bei den Phosphatiden ihre biologische Oxydation bzw. 
ihre Ausniitzbarkeit gegeniiber den nur als Emulsion vorliegenden 
ungebundenen Phosphatiden. Unsere Versuche mit solchen enthalt eben- 
falls Tabelle 1 (Versuch Nr. 14—16). Erst 2 mg Lecithin (ex ovo puriss. 
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Merck) senken den R.Q. ebenso wie 0,127 mg Pepton-Symplex oder 
etwa 0,30 mg Lipoid des Leberproteides. 

Im Hinblick darauf, daB das an Pepton gebundene Lecithin besser 
oxydiert wird als das an Ovalbumin gebundene, folgern wir, daB auch 
die MolekiilgréBe des Trigerproteids die Angreifbarkeit der Fettstoffe 
entscheidend beeinfluBt. So mag auch die bessere Ausniitzung des 
Leberproteides gegeniiber den iibrigen Proteiden zustande kommen. 


Zusammenfassung 


1. Die Fette der Leberproteide werden durch atmende iiberlebende 
Rattenleberschnitte oxydativ abgebaut, was sich in einem Sinken des 
R.Q. offenbart. Von den verschiedenen Fettbestandteilen des Proteides 
werden wahrscheinlich hauptsichlich die Phosphatide Lecithin und 
Kephalin angegriffen. 

2. Die aus Blut oder Organen wie Leber und Milz hergestellten 
Lipoproteide werden verschieden leicht angegriffen. Dafiir sind einesteils 
ihr wahrscheinlicher Cholesteringehalt, andernteils auch die Molekiil- 
gréBe des Traigerproteines verantwortlich. 

3. Bei gleichzeitiger Gegenwart von Ammoniumchlorid wird der 
R.Q. im Beisein von Macheboeufs Serumproteid erhéht, durch Leber- 
proteid von Mih4alyi erniedrigt. 

4, Kiinstliche Lipoproteide, aus Ovalbumin, Pepton Witte und 
Lecithin hergestellt, verhalten sich den natiirlichen Symplexen analog, 
das heiBt sie werden durch atmende Leberschnitte ebenfalls abgebaut. 

5. Lecithinemulsionen werden wesentlich weniger leicht angegriffen 
als natiirliche und kiinstliche Lipoproteide. 


IV. Die Wirkung der Alkyl- bzw. Alkanolamine 
auf den respiratorischen Umsatz der Rattenleber 
Von 
A. Eperjessy und Z. v. Zathureezky 
Aus dem med.-chem. Institut der Unibersitit Kolozsvar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1944) 


Es ist seit langerem bekannt, da Ammoniumsalze den respiratori- 
schen Stoffwechsel der iiberlebenden Rattenleber im Warburg-Ver- 
‘such entscheidend beeinflussen!). Der respiratorische Quotient (R.Q.) 
der atmenden Leberschnitte wird herabgesetzt und Acetonkérper werden 
vermehrt gebildet. Wir nehmen an, da Ammoniak den Fettstoffwechsel 
steigert. Von dieser Beobachtung gingen die folgenden Versuche aus, 


1) E. Annau, diese Z. 224, 141 (1934). 
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in welchen die Wirkung von Alkylaminen gepriift wurde, in der An- 
nahme, da soleche Substanzen ahnlich wie Ammoniak wirken wiirden. 

Zu den Versuchen benutzten wir Leberschnitte von niichternen weiBen 
Ratten, deren respiratorischer Stoffwechsel bei gleichzeitiger Bestimmung des 
R.Q. gemessen wurde. Das Verfahren haben wir in einer friiheren Arbeit schon 
beschrieben'). Als Atmungsfliissigkeit dienten 3 ccm einer m/15-Phosphatpuffer- 
lésung von pu 7,2, in welche 0,20 g Leberschnitte eingesetzt waren; die Ver- 
suche dauerten 45 Minuten. Die verfiigbaren Amine und die als salzsaure Salze 
angewandten Mengen sind in den Versuchstabellen angegeben. 

Wie aus der Tabelle 1 zu ersehen ist, senken simtliche, von uns 
untersuchten Amine den R.Q., ohne die Sauerstoffatmung wesentlich 
zu beeinflussen. Athylamin wirkt am starksten, das heiBt,es senkt den 
R.Q. betrichtlich noch in einer Konzentration von 2-10—5-m. Tri- 
methylamin wirkt in einer solchen Konzentration nicht mehr und das 
quartire Tetramethylammoniumjodid nur noch schwach. Im Vergleich 
zum Ammoniumchlorid sind aber alle erhéht wirksam. 

Da diese Befunde mit den Versuchen von Best und Mitarbeitern?), 
nach denen Cholin und verwandte Substanzen die experimentelle Leber- 
verfettung zu vereiteln vermégen, im Einklange sind und da diese 
Wirkung als eine Steigerung des Lipoidumsatzes aufgefaBt wird, dehn- 
ten wir unsere Versuche auf Alkanolamine bzw. auf Cholin und Colamin 
aus. Cholin wie Colamin erwiesen sich in ihrer Wirkung den Alky- 
laminen iiberlegen, da sie noch in einer molaren Konzentration von 
2,5-10—6 den R.Q. bedeutend erniedrigen. In den Versuchen der kana- 
dischen Forscher erwies sich Colamin als wirkungslos. Die Ursache der 
erhéhten Wirksamkeit beider Basen dachten wir mit ihrer Struktur 
erkliren zu kénnen: beide Basen enthalten eine Hydroxylgruppe. Zum 
gleichen Ergebnis kamen Best und Huntsman’) sowie Platt+). Diese 
Annahme wird weiterhin bestitigt durch Versuche mit Triithano- 
lamin. Triithanolamin erwies sich niimlich als die wirksamste Base 
unter den von uns untersuchten Aminen, da es in einer molaren Konzen- 
tration von 2-10—5 den R.Q. auf einen Durchschnittswert von 0,21 
senkt, also die Kohlensiureproduktion bei erhaltener Sauerstoffverat- 
mung um 80% herunterdriickt. Dieser niedrige Wert li8t darauf 
schlieBen, da8 durch Triiithanolamin fast die gesamte Kohlenhydrat- 
verbrennung vergiftet wird und zum gréBten Teil nur mehr Fette 
oxydiert werden und auch sie weitgehend unvollstindig’‘). 

Da eine so bedeutende Umstellung des Stoffwechsels nicht allein 
auf einer Begiinstigung der Fettverbrennung beruhen kann, sondern 





3) C. H. Best u. M. E. Huntsman, J. Physiology 75, 405 (1932). 

4) A. P. Platt, Biochemic. J. 33, 505 (1939). 

5) Anm. d. Herausgebers. Am Saugetier erweist sich Triithanolamin als 
recht harmlos. Strack (Ber. Verh. siichs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-physische 
K1. 84, 129, insb. 171 [1932]) verfiitterte einem Hund von 9 kg bei vélligem Wohl- 
befinden bis zuletzt in 10 Tagen 230g Chlorhydrat = 2,0 g/kg/Tg. Im Harn 
wurden wieder ausgeschieden 167 g, mithin nicht wieder gefunden und also vom 
Tier zerstért 63 g, das sind 0,7 g/kg/Tag. 
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Tabelle 1 
Nr. Versuche QO, CO R. Q. Nr. 
c 34 0,92 1 
I Kontrollversuche “ + rae 
2| 126 63 0,50 L 
Athylamin-HCl 2 - 10-5-m. 80 45 0,56 
125 65 0,52 
s 117 110 0,94 3 
Athylamin-HCl 10-5-m. 84 84 1,00 
138 132 0,93 
7 . ‘ lle 60 0,5 
3 Trimetylamin-HCl | 4 70 0 ne 4 
£-10-5-m. | 122 76 0,57 
; ; 141 141 1,00 = 
Trimethylamin-HCl | 109 107 0.99 v 
2+ 10-5-m. | 44 43 0,98 | 
79 58 0,73 
'. Tetrametylammonium- | 6] 44 0 72 ale 
jodid 2+ 10-5-m. | 130 112 0,73 
122 109 0,89 
Tetrametylammonium- | 138 127 0,91 7 
jodid 10-3-m, 74 163 0,93 
5 : 180 110 0,61 
> | Colamin-HCl 4 + 10-5-i. 170 112 0,65 8 
3 : lee 
; 14: 110 0,76 : 
Colamin-HCl 2,5 + 10-6-m. ‘ 144 102 0°70 I 
6 | 139 54 0,41 9} ] 
Cholin-HCl 2,5 - 10-5-m. 13) 50 0,46 r 
: 
14] 62 0,43 
f 154 108 0,70 10/1 
Cholin-HC] 2,5 + 10-6-m. 13) 90 0,69 r 
| 148 100 0,68 | 
139 149 1,07 
Cholin-HCl 1,25 + 10-6-m. 4 100 1,06 1h} I 
| 122 117 0,95 q 
m6 « 5) 
7 | Triithanolamin-HCl | on i mee = 
silicates | 122 18 0,14 
pe ve ripen noch 
Triithanolamin-HCl j 909 ae 0.24 lamin 
iain | 155 50 0,32 wird, 
‘ 19 3¢ 2 Ratte 
Triithanolamin-HCl | 4 +4 ey on A 
10-5-m. | 91 29 0,31 als ob 
RR 5 ° 
Triathanolamin-HCl { +4 a rap wird 3 
0,5 + 10-5-m. | 122 65 0,53 A 
a 
eben 
oder | 
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Tabelle 2 

Nr. Versuche Os co, R. OC: 
‘ 97 = 

I Kontrollversuche { i a pen 
304 

2 { 132 152 1,15 
Hexosediphosphat 3,6 mg 134 144 1,07 

| 133 152 1,14 

3 Hexosediphosphat 3,6 mg |* td pd ae 
Athylamin-HCl 16-5-m. | 1a 73 paged 

¢ eR 

Hexosediphosphat 3,6 mg | st — ree 
Athylamin-HCl 10-6-m. | 118 98 072 

™ Hexosediphosphat 3,6 mg | re — an 
Cholin-HCl 10-5-m. | 166 113 068 

. Hexosediphosphat 3,6 mg | ee a heey 
Cholin-HCI 5+ 16-6-m. | 127 85 0°66 

es an ae 
‘ | Hexosediphosphat 3,6 mg | eo ~ ys 
Cholin-HCl 2,5 + 10-6-m. | 185 186 1.00 

, be 9 5 

. Hexosediphosphat 3,6 mg | ye ny pe 
Tridthanolam.-HCl 1¢-5-m. } 102 23 0.92 

9 | Hexosediphosphat 3,6 mg | 114 48 0,42 
Triithanolamin-HC] 166 78 0,46 

5+ 10-6-m. | 134 58 0,43 

10| Hexosediphosphat 3,6 mg { 187 108 0,57 
| Triithanolamin-HCl 164 74 0,45 
| 2,5 * 10-6-m. 202 118 0,58 
Mi Hexosediphosphat 3,6 mg { 206 179 0,86 
| Triithanolamin-HCl 140 125 0,89 
| 1,25 + 10-6-m. 106 85 0,80 











noch weitere Ursachen haben muB, priiften wir die Alkyl- und Alkano- 
lamine, ob durch sie auch die Oxydation der Kohlenhydrate gehemmt 
wird, Wie aus der Tab. 2 zu ersehen ist, wird Hexosediphosphat von 
Rattenleber gut veratmet, der R.Q. liegt etwas iiber 1. Bei Anwesenheit 
von Alkyl- bzw. Alkanolaminen sinkt die Kohlensiiureproduktion so tief, 
hs ob Kohlenhydrat iiberhaupt nicht anwesend wiire, seine Oxydation 
wird also anscheinend vollig zuriickgedrangt. 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, daB die Wirkung der Alkyl- 
bzw. Alkanolamine und daher auch die des Cholins, wahrscheinlich 
meben einer Erhéhung des Fettstoffwechsels auch in einer Lahmlegung 
pder Verminderung des Kohlenhydratumsatzes besteht. 
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Zusammenfassung 


Alkyl- bzw. Alkanolamine, also Cholin und Colamin, erniedrigen 
im Warburg-Versuch den R.Q. der iiberlebenden, atmenden Ratten- 
leberschnitte. Die Alkanolamine sind in ihrer Wirkung den Alkylaminen 
iiberlegen, welcher Befund mit dem alkoholischen Hydroxyl dieser 
Basen in Zusammenhang gebracht wird. Dementsprechend iibertrifft 
Tridthanolamin in seiner Wirkung die iibrigen Amine, es senkt die 
Kohlensiureproduktion um 80%. Anscheinend wird die Fettoxydation 
gesteigert und daneben die Kohlenhydratveratmung aufgehoben. 


Uber die Verteilung der Neuraminsaure im Gehirn 
bei der familiairen amaurotischen Idiotie und bei der 
Niemann-Pickschen Krankheit 


(Beitriige zur Chemie der Lipoidosen, 6. Mitteilung ')) 
Von 
E. Klenk 
(Unter Mitwirkung von Friulein E. Schumann) 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6In 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Oktober 1944) 


Wahrend bei der infantilen amaurotischen Idiotie (Typ Tay- 
Sachs) im Gehirn die Ganglioside (Substanz X) so stark angereichert 
sind, daB nur diese zuckerhaltigen Lipoide als Speichersubstanz der 
Ganglien- und Gliazellen in Frage kommen (E. Klenk?) ), hat die chemi- 
sche Untersuchung?) bei der juvenilen amaurotischen Idiotie in dieser 
Hinsicht zu keinem klaren und eindeutigen Ergebnis gefiihrt. In einigen 
Fallen war der Gangliosidgehalt iiberhaupt nicht, in anderen Fallen nur 
unbedeutend gegeniiber dem des Normalgehirns erhéht. Dieses durch 
praparative Aufarbeitung des Gesamtgehirns gewonnene Ergebnis hatte 
vielleicht damit in Zusammenhang stehen kénnen, daB nach den Beob- 
achtungen von Hallervorden®) nur bei der infantilen Form die Er- 
krankung der Nervenzellen diffus iiber das ganze Gehirn verbreitet, bei 
der juvenilen Form dagegen mehr oder weniger auf bestimmte Zentren 
lokalisiert ist. 

Bei der Niemann-Pickschen Krankheit, wo die Speichersub- 
stanz Sphingomyelin ist, wurde mit derselben Methcdik ebenfalls ein 
etwas erhéhter Gangliosidgehalt festgestellt. Auch hier hatte man daran 
denken kénnen, daB neben der allgemeinen Sphingomyelinspeicherung 


1) 5. Mitt. Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1632 (1942). 


2) Diese Z. 262, 128 (1939). 
3) Verh. Ges. Verd.- u. Stoffw., XIV. Tag. Stuttgart 1939. 
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noch eine auf gewisse Zentren lokalisierte Gangliosidspeicherurg be- 
steht. 

Zur Lésung dieser Probleme wurde schon vor einiger Zeit eine Mikro- 
methode zur quantitativen Bestimmung der Ganglioside bzw. der als 
charakteristischer Baustein in ihnen vorkommenden Neuraminsaure 
ausgearbeitet (E. Klenk und H. Langerbeins)‘). Die Bestimmung 
erfordert je nach dem Gangliosid- bzw. Neuraminsauregehalt eine Ein- 
waage von 2—30 mg Trockengewebe, so da damit eine Methode zur 
Verfiigung steht, die es erlaubt, die Lokalisation der Substanz in eng 
umgrenzten Gehirngebieten festzustellen. Zur Untersuchung kam das,, 
in Anbetracht der groBen Seltenheit, sehr umfangreiche Krankheits- 
material von 5 Tay-Sachs-Fallen, 4 Fallen der juvenilen amauroti- 
schen Idiotie bzw. der Spitform und 4 Niemann-Pick-Fillen. Die 
wichtigsten Angaben iiber die einzelnen Fille seien im folgenden kurz 
zusamimengefaBt, soweit eine Beschreibung der betreffenden Fille im 
Schrifttum bis jetzt noch nicht vorliegt: 


Infantile amaurotische Idiotie (Tay-Sachs). I.4Material von 
Hrn. Prof. Schleussing, Miinchen. Pat. Alexander KieBler. 2 Jahre 10 Monate 
alt. Klin. Diagnose: Amaurotische Idiotie. Anat. Diagnose: Schwere Lipoidspei- 
cherung des Zentralnervensystems. Katarrhalische Bronchitis. Geringe Lobular- 
pneumonie, bds. Lungenblihung. Schwere Abmagerung. Atrophie der inneren Cr- 
gane. Kérpergew. 7,7 kg, Linge 80cm, Hirngew. 1760 g. — II. Material von Hrn. 
Prof. Feyrter, Graz (siehe F. Fe yrter) *). — III. Material von Hrn. Dr. Koch, 
Diisseldorf (s. W. op den Winkel) ®). — IV. Material von Hrn. Prof. Catel, 
Leipzig. Pat. Klaus Jochen Giinther. 2 Jahre alt. Klin. Diagnose: Amaurotische 
Idiotie. Der klinische Befund wurde durch die histologische Gehirnuntersuchung 
bestatigt. — V. Material von Hrn. Prof. Kapfhammer, Freiburg i. Br. Zwei- 
jahriges Kind. Klin. Diagnose: Amaurotische Idiotie. 

Juvenile amaurotische Idiotie und Spitform. Material I—IV von 
Hrn. Prof. Hallervorden, Berlin. I. Pat. Wolfgang Krause. 6 Jahre alt, gest. 
1939. Epileptische Anfille seit 2 Jahren. Ausgeprigte Kleinhirnatrophie, im 
ibrigen ziemlich ausgebreitete Zellverinderungen. Diagnose: Spat infantile Form. 
— II. Pat. Horst Koch. 13 Jahre, gest. 1939. Beginn der Krankheit ungewiB. 
MaBige Kleinhirnatrophie, im iibrigen iiberall ausgedehnte Zellblihungen. In 
der Milz viele Schaumzellen, in der Leber haben die Sternzellen Lipoide gespei- 
chert. — III. Pat. Siegfried Hirschberg. 39 Jahre alt, gest. 1939. Beginn der 
Erkrankung im 17. Lebensjahr. Pat. bot klinisch das Bild eines Parkinsonismus. 
Keine ausgesprochene Kleinhirnatrophie. Zellschwellungen im ganzen Gehirn. — 
IV. Pat. Lingke. Uber 70 Jahre alter Mann. Anatom. Diagnose: Wahrscheinlich 
Spitfall einer amaurotischen Idiotie. 


Niemann-Picksche Krankheit. I. u. II. Material von Hrn. Prof. 


Versé, Marburg (siehe Freudenberg) 7). — III. Material von Hrn. Prof. 
Feyrter, Graz (siehe Smetana), F. Feyrter) *). — IV. Material von Hrn. 
Prof. Hallervorden (siehe Letterer®), C. Tropp und B. Eckhardt) '°). 


4) Diese Z. 270, 185 (1941). 

) Virchow’s Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 304, 481 (1939). 
8) Z. ges. Neurologie Psychiatrie 171, 378 (1941). 

7) Z. Kinderheilk. 59, 313 (1937). 

8) Virchow’s Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 274, 697 (1930). 
®) Verh. dtsch. pathol. Ges. 29. Tag., S. 253 (1937). 

10) Diese Z. 243, 38 (1936); 245, 163 (1937). 
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A. Infantile amaurotische Idiotie (Typ Tay-Sachs) 





Neuraminsiuregehalt in % des Trockengewebes 


|. te 


|_v 





Graue Substanz 
GroBhirnrinde a 
b 
in 
d 
a 
Kleinhirnrinde a 
b 


Nucleus dentatus 
WeiBe Substanz 
GroBhirn a 
b 
Kleinhirn 





0,62/0,44 
0,55/0,38 
0,17/0,08 





1,17/1,20 
0,93/1,19 


0,77/0,81 0, 


0,80/0,83 


0,50/0,30*) 
0,76/0,77*) 
0,07 /0,15*) 


(,36/0,28*) 








1,27/1,13 | 0,63 


| 
| 
),58/0,57 | 
| 
| 
| 


0,84 | 


neg. 


B. Juvenile amaurotische Idiotie bzw. Spatfille 





I 


| no WI 


Neuraminsauregehalt in % des Trockengewebes 


me 





Graue Substanz 
Stirnhirn 
Ammonshorn a 
Dy bcm: « 
Stammganglien (Puta- 
OS See 
Stammganglien (Nucl. 
caudatus) ..... 
Stammganglien (Globus 
pallidus) Bees 
Stammganglien (Nucl. 
lentiformis) mht 
Kerne i. aquaductus 
cereb.. .. . 
Substanzia nigra . 
WeiBe Substanz 
Stirnhirn 
Riickenmark, . 
Leber . ' 
Milz. 


0,20/0,18 


0,19/0,18 
0,12/0,11 


neg. 





0,08/0,09 
0,08/0,09*) 
0,07 /0,06*) 


0,26/0,30 
0,19/0,24 


0,15/0,14 0,10*) 


0,13/0,13 





neg. 
neg. 
neg. 
neg. 














0,21/0,22 
0,13/0,13 


0,19/0,19 





neg. 
neg. 


*) Die zu colorimetricrende Lésung zeigte eine rotbraune Mischfarbe, so daB 
die gefundenen Werte wahrsclhecinlich etwas zu hoch sind. 


Mit Ausnahme des Tay-Sachs-Falles V, wo das Gehirn in Ace- 
ton konserviert war, lagen kleinere, in Formol fixierte Gehirnstiicke vor, 
aus welchen nach 24-stiindigem Wassern eine geringe Menge mdéglichst 
rein grauer oder rein weiBer Substanz entnommen wurde. Dabei handelt 
es sich im groBen ganzen um willkiirlich entnommene Stichproben. 
Nur bei den Fallen der juvenilen amaurotischen Idiotie und dem Spat- 
fall waren die Gehirnstiicke, welchen das Material zur Analyse ent- 
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nommen wurde, besonders ausgesucht. Die betreffenden Gehirnstellen 
zeigten die am starksten ausgepragten morphologischen Veranderungen. 
Zur Bestimmung wurden die Gewebsteile im Vakuumexsiccator iiber 
Schwefelsaure scharf getrocknet und pulverisiert. Die Einwaage betrug 
beiden Tay-Sachs-Fallen fiir graue Substanz 2—5 mg, fiir weiBe Sub- 
stanz etwa 10 mg, bei allen iibrigen Fallen fiir graue Substanz 20—30 mg, 
fiir weiBe Substanz etwa 50 mg. 


C. Niemann-Picksche Krankheit 





Neuraminsiuregehalt in °% des Trockengewebes 
I = a III | Iv 





Graue Substanz 
GroBhirnrinde ... . 0,28/0,25 ,25/0,28 0,15/0,17 
Kleinhirnrinde . : 
Stammganglien .. . 0,20/0,22 

WeiBe Substanz 
GroBhim ...... 0,04*) : 0,13/0,20 
Kleinhirn ys 

DLS 2 ea re ae ee a neg. neg. 

iv SA aa PP ce neg. neg. 


*) Die zu colorimetrierende Lésung zeigte eine rotbraune Mischfarbe, so daB 
die gefundenen Werte wahrscheinlich etwas zu hoch sind. 














Aus der Zusammenstellung geht hervor, da8 nur bei der infantilen 
amaurotischen Idiotie (Tay-Sachs) ein stark erhéhter Neuraminsaure- 
gehalt im Gehirn festzustellen ist. Viele der erhaltenen Werte iiber- 
steigen das 10-fache des Normalwerts (GroBhirnrinde 0.13/0,15% 
Neuraminsaure). Auch in der weiBen Substanz ist der Stoff in nach- 
weisbaren Mengen vorhanden. Nur bei einem Fall (IV) ergab die Stich- 
probe eine véllig negative Neuraminsiure-Reaktion, so wie das beim 
Normalgehirn die Regel ist. Die Tatsache, daB in den meisten Fallen 
die weiBe Substanz eine positive Neuraminsaure-Reaktion zeigt, steht 
in Ubereinstimmung mit dem histologischen Befund, nach welchem bei 
der amaurotischen Idiotie in der weiBen Substanz ebenfalls mit Lipoiden 
gefiillte gliése Elemente vorhanden sind (Privatmitteilung von Hrn. 
Prof. Feyrter). 

Bei der juvenilen Form der amaurotischen Idiotie bzw. der Spiat- 
form zeigt keine der entnommenen Proben einen den Normalwert wesent- 
lich tibersteigenden Neuraminsauregehalt. Die gegeniiber dem Normal- 
wert nur leicht erhéhten Zahlen kénnen keineswegs als Ausdruck einer 
Gangliosidspeicherung gewertet werden. Bei dem zur Untersuchung 
gekommenen Fall IIT sind die erhaltenen Werte sogar auffallend niedrig. 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der Niemann-Pickschen 
Krankheit. Hier ergab sich bei der weifen Substanz in den vier verschie- 
denen Fallen ein sehr wechselnder Befund. Im Falle IV war der Wert fiir 
die weiBe Substanz auffallenderweise fast ebenso hoch wie fiir die graue. 


Die relativ hohe Ausbeute an Gangliosiden bei der praparativen Aufar- 
7* 
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beitung der Niemann-Pick-Gehirne diirfte nach den vorliegenden 
Befunden nicht auf eine lokalbegrenzte Gangliosidspeicherung, sordern 
eher auf eine gleichmaBigere Verteilung der Ganglioside auf die ganze 
Gehirnmasse zuriickzufiihren sein, die vielleicht dadurch zustarde 
kommt, daB bei der Niemann-Pickschen Krankheit die Masse der 
weiBen gegeniiber der grauen Substanz stark zuriicktritt. 

Die Arbeit wurde durch Mittel des Reichsforschungsrats unterstiitzt. Hrn. 
Dr. Goebel (patholog. Institut der Universitit K6ln) darke ich fiir die Mit- 
hilfe bei der Ekntnahme des Materials aus den zur Verfiigung stehenden Ge- 
hirnstiick en. 


Bemerkungen zu der Mitteilung von Herbert E. Carter und 
S. R. Dickman: Anomalous amino nitrogen values *) 
Von 
Martin Schenck 
Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinirphysiologischen Instituts der 
Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1944) 


Vor etwa 1¥, Jahren haben Carter und Dickman iiber ,,Anomale 
Aminostickstoff-Werte‘‘ berichtet, die sie bei der Untersuchung von 
Penicillin, Chrysogenin und anderen Verbindungen erhielten. C. und D. 
fanden in einem Rohpraparat des keine freie Aminogruppe enthaltenden 
Penicillins nach der van Slykeschen Aminostickstoffmethode fast 
doppelt so viel Stickstoff als bei der Gesamtstickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl; sie stellten ferner fest, daB Chrysogenin, der gelbe Begleit- 
farbstoff des Penicillins, obwohl stickstoffrei, nach dem van Slyke- 
schen Verfahren 2,73% Stickstoff liefert (30 Min. Versuchsdauer). Die 
Autoren weisen darauf hin, da nur von sehr wenigen stickstoffreien 
Verbindungen (Thioglykolsdure, a-Thiomilchsdure, Brenztraubensaure) 
bekannt ist, daB sie in der van Slykeschen Apparatur Stickstoff geben ; 
sie haben deshalb selbst verschiedene derartige Verbindungen (die 3 Di- 
oxybenzole, die 3 Oxybenzoesiuren, Resorcin-mono- und -dimethylather, 
Phenol, Ascorbinséure, Acetessigsiureithylester, Tetronséure) nach 
van Slyke gepriift. Von diesen Stoffen lieferte Ascorbinséure in 
5 Min. keinen Stickstoff, in 30 Min. eine sehr geringe Menge, die 
anderen Verbindungen gaben alle kleinere oder gréBere Stickstoff- 
mengen, am meisten Resorcin, nimlich 12,91% (= 101% nach unserer 
Berechnung, siehe unten). In letzterem Falle wurde das entwickelte 
Gas auf Kohlenoxyd mit negativem Ergebnis gepriift; da die Gegen- 
wart von Wasserstoff oder eines Kohlenwasserstoffs héchst unwahr- 
scheinlich ist, diirfte es sich um reinen Stickstoff, hervorgegangen durch 


*) J. biol. Chemistry 149, 571 (1943). 
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Reduktion der Salpetrigen Saure, gehandelt haben. Uber den mutmaB- 
lichen Mechanismus der Stickstoffbildung machen C. und D. keine An- 
gaben. Auf Grund ihrer Ergebnisse heben sie hervor, daB Aminostick- 
stoffwerte, die bei Verbindungen unbekannter Struktur gefunden werden, 
mit Vorsicht interpretiert werden miissen. 


NOH CH(CH,)-CH,-CH,-CO,H 


CH, HN CO,U CH, 
I. four « IL / 
”" | | H.C | |p OrHse -CO,H 
3 e Fie Ps 
iad \7 
ee CO.H | | 
CO,H 7 = NOH 7 '= NOH 


Wir hatten bereits vor 11 Jahren zu Vorsicht gemahnt, wenn die 
urspriinglich fiir EiweiB-Aminoséuren angegebene van Slykesche Me- 
thode auf Aminosduren aus anderen Kérperklassen iibertragen werden 
soll!). Wir fanden namlich, daB Gallensaurederivate, die nur eine Amino- 
und keine weitere Stickstoffgruppe enthalten, bei geeigneter, aber fiir 
die einzelnen Vertreter verschieden langer Versuchsdauer (10—20 Min. 
und langer) quantitativ reagieren. LaBt man die Versuche jedoch lange 
Zeit (8—24 Stdn.) gehen, so wurden in einzelnen Fallen zu hohe Werte 
gefunden, in einem Falle bis an 300% (fiir die Berechnung ist ein Mol. 
N, pro Mol. Substanz mit 100% angesetzt). Eine weitere Reihe von 
Gallensauren-Abkémmlingen, die von uns in der van Slykeschen 
Apparatur gepriift wurden, enthalt Stickstoff nicht in der Amino- 
form, sondern in andersartiger Bindung. Hier ist es vor allem die Ke- 
toximgruppe in Stellung 7 (vgl. Formel I), die zu reichlicher Stickstoff- 
bildung befahigt ist; in geringerem Umfang gilt dies fiir die 12-standige 
Oximinogruppe. So liefert Isobiliansiure-dioxim C,,H,,0,N, (I) bei 
6-stdg. Versuchsdauer 103% Stickstoff, von denen etwa 80% auf die 
7-standige, etwa 23% auf die 12-stindige Oximgruppe entfallen?) 
(Isobiliansaure C,,H,,0, gibt ebensowenig wie Bilianséiure nach dem 
van Slykeschen Verfahren Stickstoff). In der Hauptsache reagiert 
die 12-standige Gruppe mit Salpetriger Saiure in bekannter Weise unter 
Bildung von Stickoxydul, das sich aber wegen seiner leichten Lés- 
lichkeit im van Slykeschen Versuch im allgemeinen nicht nachweisen 
laBt. Dabei sind als Zwischenprodukte Pernitrosoverbindungen (mit 
der Gruppe > C: N,0,) anzunehmen, die sich auch in verschiedenen 
Fallen haben isolieren lassen*). Die 7-staéndige Oximgruppe setzt sich 
™ 1) M. Schenck u. J. Reschke, diese Z. 216, 81 (1933). 

*) M. Schenck u. J. Reschke, diese Z. 268, 267 (1941). 
3) M. Schenck, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 874 (1943). 
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dagegen nur zum kleinen Teil mit Salpetriger Saure unter N,O-Ent- 
wicklung um, in einem Fall ist auch hier neuerdings die intermediare 
Bildung einer Pernitrosogruppe beobachtet worden‘). Die Stickstoff- 
bildung aus der Ketoximgruppe und Salpetriger Saéure 1aBt sich so er- 
klaren, daB die Gruppe in der Pseudoform (> C = C(NHOH) — ) zu- 
nichst mit einem Molekiil Salpetriger Saure ein Nitrosohydroxyl- 
aminderivat (> C = C(N(NO)(OH)) ) liefert, das sich dann mit 
einem zweiten Molekiil der Séiure zu einem Zwischenprodukt (> C = 
C(N(NO)(O-NO)) — ) umsetzt oder, was wahrscheinlicher ist, die Ke- 
toximgruppe wird zuerst zu einer Nitrosogruppe mit benachbarter 
Doppelbindung dehydriert (> C = C(NO) — ) (wie denn auch unge- 
sattigte 7-Nitrosoverbindungen der Gallenséurereihe nach dem van 
Slykeschen Verfahren reichlich Stickstoff liefern)?), und diese Gruppe 
addiert dann zwei aus dem Zerfall der Salpetrigen Siure stammende 
Stickoxydmolekiile zu dem eben bezeichneten Zwischenprodukt. Dieses 
auf die eine oder andere Weise entstandene Produkt lagert sich dann 
durch intramolekulare Oxydoreduktion in ein Diazoniumnitrat (> C = 
C(N,-O-NO,) —) um, das sofort Stickstoff abspaltet, entweder unter 
gleichzeitiger Verseifung zum Enol (> C =C(OH) —) bzw. Keton 
(> CH —CO —) und Salpetersiure oder, was wohl wahrscheinlicher 
ist, unter Bildung eines Enolnitrats (> C = C(O- NO,) —), das dann 
seinerseits mehr oder weniger leicht verseift wird, u. U. aber auch be- 
standig sein kann5). Es sind bisher in fiinf Fallen solche Enolnitrate, 
wenn auch nicht in reiner Form, isoliert worden ®) 4). — Nach dem oben 
Gesagten ist es nicht iiberraschend, daB ein Gallensaurederivat, das 
eine Aminogruppe und eine 7-stindige Ketoximgruppe enthalt, némlich 
die Saure C,,H,,0,N, (IL) (Stellung der NH,-Gruppe und der CO,H- 
Gruppe am quartiren C-Atom hypothetisch) nach dem van Slyke- 
schen Verfahren einen besonders hohen Stickstoffwert liefert: 264% 
(Mittelwert). — Auf andere stickstoffhaltige Gallenséiurederivate, die 
von uns mit positivem Ergebnis im van Slykeschen Versuch gepriift 
wurden, und bei denen teils die Stickstoffbildung nach dem oben fiir 
die Ketoximgruppe gegebenen Schema erklart werden kann, teils (ab- 
gesehen von Lactamsauren) Anhaltspunkte fiir eine bestimmte Ent- 
stehungsweise des Stickstoffs sich noch nicht ergeben haben, soll hier 
nicht niher eingegangen werden. In den Fallen, in denen Gallensauren- 
abkémmlinge, die eine Aminogruppe enthalten, héhere Stickstoffwerte 
geben, als der Theorie nach zu erwarten sind (vgl. auch die Saure IT), 
kann man annehmen, dafB an geeigneter Stelle des Molekiils aus der 
Salpetrigen Saure eine Isonitroso- oder Nitrosogruppe eintritt, die dann 
nach dem oben gegebenen Schema reagiert*). 

' Die gleiche Annahme kann vielleicht auch fiir andere Verbindungen, 
auch fiir solche, die stickstoffrei sind, wie die von Carter und Dick- 
4) M. Schenck, diese Z. 282, 91 (1947). 


5) M. Schenck, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 198 (1942). 
6) M. Schenck, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 503 (1944). 
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man untersuchten Stoffe, gemacht werden, wenn sie auch nicht ein 
Universalschema bieten soll: so geben gewisse schwefelhaltige Ver- 
bindungen (Thioglykolsaiure, a-Thiomilchséure) mit Salpetriger Saure 
unter Stickstoffbildung nach unbekanntem Reaktionsmechanismus 
Schwefelsaure und ebenso verhilt sich Cystin (Cystein), das bekanntlich 
nach dem van Slykeschen Verfahren ,,Extra-Stickstoff‘ liefert 7). 


Zusatz (15. 11. 46). Die Konstitution des Penicillins bzw. der 
Penicilline ist inzwischen durch englische und amerikanische Forscher 
vollig aufgeklirt worden: vgl. ,,Das Deutsche Gesundheitswesen‘‘, 1,- 
460f. (1946); Z. Naturforschg. 1, 171 (1946). Da das Penicillin Schwefel 
in sulfidartiger Bindung enthialt, kinnte der bei der van Slyke -Ana- 
lyse gefundene anomale Stickstoffwert, wenigstens z. Tl., auf diesem 
Schwefelatom beruhen. 


Zur van Slykeschen Aminostickstoffbestimmung 
bei Gallenséurederivaten 
Von 
Martin Schenck 
Aus der Physivlogisch-chemischen Abteilung des Veterinarphysiolog:schen Instituts 
der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2, Marz 1945) 


1. Dilactam-7-oximinosaure C,,H;,0,N, und Salpetrige Siure 


Ketoximsiuren der Gallensiiurereihe, welche die Oximgruppe in 
Stellung 7 tragen, liefern in der van Slykeschen Apparatur reichlich 
Stickstoff, in geringerem Umfang gilt dies fiir die 12-stiindige Oximino- 
gruppe. Die letztbezeichnete Gruppe reagiert mit Salpetriger Siure in 
der Hauptsache in bekannter Weise unter Bildung von Stickoxydul; 
dabei sind als Zwischenprodukte Pernitrosoverbindungen (mit der 
Gruppe > C: N,O,) anzunehmen, die sich auch in verschiedenen Fallen 
haben isolieren lassen. Die 7 stindige Oximgruppe setzt sich dagegen 
nur zum kleinen Teil mit Salpetriger Siure unter N,O-Entwicklung 
um; die Stickstoffbildung aus der 7-Ketoximgruppe und Salpetriger 
Saure 1aBt sich so erkliiren, daB als Zwischenprodukt ein leicht zersetz- 
liches Diazoniumnitrat (> C = C(N,-O-NO,)—) auftritt (Doppel- 
bindung zwischen C’? und C), das iiber ein Enolnitrat (+> C = C (0: NO,) 
—) in das Enol bzw. Keton iibergeht; u. U. kann aber auch das Enol- 
nitrat bestindig sein!). Fiir die in gewissem Umfang auch aus der 
12-stindigen Ketoximgruppe und Salpetriger Saure sich vollziehende 
Stickstoffentwicklung kann der gleiche Mechanismus wie bei der 7- 





7) Schrifttum bei Carter u. Dickman a. a. O. 
1) M. Schenck, diese Z. 282, 106 (1945). 
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Ketoximgruppe angenommen werden; die Doppelbindung des inter. 
mediir auftretenden Diazoniumnitrats bzw. Enolnitrats und Enols 
miBte dann zwischen C!2 und C" liegen, da C! quartar ist. 

Im Zusammenhang mit den friiher ausgefiihrten Versuchen ist 
neuerdings noch eine weitere 7-Ketoximsiure, nimlich die Dilactam. 
7-oximinosiure C,,H,,0,;N, (1) inihrem Verhalten gegeniiber Salpetriger 
Saure gepriift worden. (In der Formel I sind die Stellungen der NH. 
und CO-Gruppen in den Lactamringen hypothetisch.) 

Die Saure I entsteht aus Dehydrocholsiure-trioxim durch Um. 
lagerung?) und wurde fiir die Versuche im wesentlichen nach den friiher 
gemachten Angaben hergestellt. Bei der van Slyke-Analyse*) der 
Saure I erhielt man in 6 Stdn. 109% Stickstoff (1 Mol. N, pro Mol. 
Substanz = 100%), von denen etwa 87% auf die Ketoximgruppe zu 
beziehen sind (109—22, vgl. unten). Als unter etwas anderen Bedingun. 
gen das Reaktionsprodukt durch Fallen mit Wasser, wenn auch nicht 
in reiner Form, isoliert wurde, ergab sich, daB es anscheinend in der 
Hauptsache aus einem Enolnitrat bestand, dem aber in gewissem Um- 
fang eine Pernitrosoverbindung beigemischt war, denn das Produkt ent- 
wickelte sowohl mit konz. Schwefelsiiure als auch mit wiissriger Na- 
tronlauge Stickoxydul. Bei der Behandlung mit 90-proz. Schwefelsiure 
erfolgte auBer der N,O-Abspaltung aus der Pernitrosogruppe auch eine 
Verseifung des Enolnitrats und man erhielt so eine Dilactamketosiure 
(Formel wie I, aber an Stelle der NOH-Gruppe ein Sauerstoffatom). 
Dumassche Stickstoffbestimmung ergab fiir diese Siure 6.41% N (ber. 
fiir C,,H,,0;N,: 6.48% N), van Slyke-Analyse lieferte 22% Stickstoff, 
vgl. oben. Dieser Stickstoff entstammt offenbar Aminogruppen, die 
durch partielle Aufspaltung der Lactamringe entstehen. Auch bei anderen 
Lactamsiuren aus der Gallensiiurereihe hatte man friiher nach dem 
van Slykeschen Verfahren kleine Mengen Stickstoff erhalten *). 

Die vorliegenden Versuche sind insofern von Interesse, als hier die 
Entstehung einer Pernitrosogruppe aus der 7-stiindigen Ketoximgruppe 
(mit benachbartem tertiiiren C-Atom) beobachtet wurde, wihrend die 
friiher von mir hergestellten Pernitrosoverbindungen der Gallensiure- 
reihe teils mit Sicherheit, teils mit groBer Wahrscheinlichkeit die N,O,- 
Gruppe am Kohlenstoffatom 12 (mit benachbartem quartiren C-Atom) 
tragen. DaB auch die 7-stindige Ketoximgruppe zur Bildung einer Per- 
nitrosogruppe befihigt ist, erscheint nicht auffallend, da nach Scholl’) 


2) M. Schenck, diese Z. 89, 362 (1914); M. Schenck u. H. Kirchhof, 
ebenda 180, 116 (1929). 

3) Die Prifungen wurden wieder wie friiher in dem Apparat vorgenommen, 
den van Slyke im Abderhaldenschen Handb. d. Biochem. Arbeitsmethoden, 
Bd. VI, S. 278 (1912) beschrieben hat. Fiir freundliche Unterstiitzung bei den 
van Slyke-Versuchen darke ich Hrn. Prof. J. Reschke und Hrn. Dr. P. Neu- 
mann. 

*) So gibt die Lactamsiure ©,,H,;0,N (Isobiliansiurereihe) 7%, nicht 
72%, Druckfehler!: Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 502 (1944). 


4“ /os 


4) Liebigs Ann. Chem. 338, 1 (1905). 
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die Bildung von Nitriminen (Pernitrosoderivaten) auf solche Ketoxime 
beschrankt zu sein scheint, in welchen die Ketoximgruppe ein- oder 
beidseitig mit tertiirem bzw. doppelt gebundenem oder quartirem 
Kohlenstoff verkniipft ist. 


2. Desoxybiliansiure-aminosaiure C,,H,,O,N 
und Salpetrige Saure. 


IN—CO (I, HN CO,H CH, 
Lf I. ( wy) 
— CoH -CO,H won | | C,;H,, -CO,H 
‘ 3 , ix 3 yn v7 
Pa “ be Ps Ni “y 
8) | 
oy 
0,H 


Desoxybiliansiiure-aminosiiure C,,H3;,0,N (II) reagiert in der 
van Slykeschen Apparatur bei kurzdauernder Einwirkung der Sal- 
petrigen Siiure quantitativ®), bei lingerer Versuchsdauer aber gibt sie 
zuviel Stickstoff*). Ein stickstoffreies Reaktionsprodukt war bisher in 
brauchbarer Form noch nicht isoliert worden. Unter den folgenden Be- 
dingungen lieB sich jetzt ein farbloser kristallisierter Stoff gewinnen. 

1 g Desoxybiliansiure-aminosiure (in Gestalt ihres Hydrochlorids’) brachte 
man mit 10 ccm Eisessig zusammen, wobei sich die Substanz nur teilweise léste. 
Auf Zusatz von 10 ccm wissriger 23-proz. Natriumnitritlésung trat vollstandige 
Losung ein. Nach 3 Min. Versuchsdauer erzeugte man durch Zugabe von 200 ccm 
Wasser eine amorphe Fillung, die beim Stehenlassen kristallinisch wurde. Nach 
Umkristallisieren aus verd. Alkohol resultierten farblose Nadeln neben einer 
kleinen Menge eines hellbraun gefirbten Harzes, das mechanisch entfernt wurde. 
Die Nadeln wurden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und fiir die Analyse iiber 
P,0, getrocknet. Ausb.: 40 mg. Schmp.: Bei 125° Schrumpfen zu einer zihen 
glasigen Schmelze, aber erst bei 196° Meniskusbildung. 


C.,;H,,0,. Ber. C 61.25, H 8.14. Gef.*) C 60.51, 60.55, H 7.94, 8.00. 


Die gefundene Stickstoffmenge war so gering, da die Substanz 
praktisch als stickstoffrei angesehen werden konnte. Nach der Analyse 
lag also in dem Material im wesentlichen eine Verbindung von der Formel 
C,,H,,0, vor, sehr wahrscheinlich die Oxytetracarbonsiiure, die aus 
der Aminotetracarbonsiure C,,H,,0,N durch Austausch von NH, gegen 
OH entstanden war. Uber die Stellung der Hydroxylgruppe im Molekiil 
lassen sich Angaben noch nicht machen. Denn einmal ist die Stellung 
der Aminogruppe in Formel II hypothetisch, da diese Gruppe u. U. den 





5) M. Schenck u. H. Kirchhof, diese Z. 166, 150 (1927). 
6) M. Schenck u. J. Reschke, diese Z. 220, 67 f. (1933). 
7) M. Schenck, diese Z. 104, 290f. (1919). 

’) Mikroanalyse R. Martin, Leipzig. 
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Platz mit dem am C-Atom 13 befindlichen Carboxyl tauschen miiBte; 
sodann fiihrt aber bekanntlich die Einwirkung von Salpetriger Siure 
auf primaire Amine nicht immer zum entsprechenden Alkohol, vielmehr 
vollzieht sich in manchen Fiillen eine Wanderung der Hydroxylgruppe 
an ein anderes C-Atom; auch Wasserabspaltung, Ringverengerung, 
Ringerweiterung kommen vor. So liefert beispielsweise n-Propylamin 
‘mit Salpetriger Siiure Propylen, n-Propylalkohol und Isopropylalkohol. 
DaB in unserem Falle neben der Oxysiiure vom Schmp. 196° noch andere 
Produkte entstanden waren, ist wegen der geringen Ausbeute an den 
Nadeln wohl mit Sicherheit anzunehmen. 


3. 6-Amino-biliansiure (C,,H,,;0,N) und Salpetrige Saiure 


6-Amino-biliansiiure C,,H,,;0,N (III) reduziert als ga-Aminoketon 
Fehlingsche Lésung, und zwar bereits in der Kilte; sie wird dabei 
selbst zu Ciliansiiure C,,H;,0,) oxydiert. Als Zwischenprodukt hat man 
bei dieser Reaktion 6-Keto-biliansiiure anzunehmen, die dann nach 
W. Borsche und R. Frank eine ,, Benzilsiiture-Umlagerung“ zu Cilian- 
siure (Oxyketotetracarbonsiiure) erfiihrt. Im van Slykeschen Versuch 
reagiert die Aminosiure quantitativ, gibt aber auch bei lingerer Ver- 
suchsdauer keinen zu hohen Stickstoffwert. Es ist versucht worden, 
durch Einwirkung von Salpetriger Siure aus 6-Amino-biliansiure 6- 
Oxy-biliansiure herzustellen, die sich als a-Oxyketon ebenfalls durch 
Fehlingsche Lésung oxydieren lassen muBte, wobei auch hier die 
Bildung von Ciliansiiure zu erwarten war. Der Versuch ergab, dai 
6-Oxy-biliansiure nicht oder nur in sehr geringer Menge entstanden war, 
denn das Reaktionsprodukt reduzierte Fehlingsche Lésung in der 
Kalte nicht und auch beim Kochen trat nur eine sehr geringfiigige Re- 
duktion ein; auch lieB sich in dem nach dem Kochen isolierten Stoff 
Ciliansiiure nicht nachweisen. Auch 6-Keto-biliansiure war bei der Ein- 
wirkung von Salpetriger Siure auf 6-Amino-biliansiure nicht gebildet 
worden, denn auch sie hiitte beim Kochen mit der alkalischen Fehling- 
Lésung in Ciliansiiure iibergehen miissen. Das bei der Einwirkung von 
Salpetriger Siiure auf 6-Amino-biliansiiure gebildete stickstoffreie Pro- 
dukt war bisher nicht in gut kristallisierter Form gewonnen und daher 
noch nicht niher charakterisiert worden®). Unter den nachstehenden 
Bedingungen wurde jetzt ein einwandfrei kristallinischer Stoff herge- 
stellt. 

Die fiir die Versuche benétigte Aminosiure III wurde nach der friheren, 
etwas modifizierten®) Herstellungsweise bereitet. 0,42 g Aminosiiure léste man 
bei gewohnlicher Temperatur in 2,2 ccm Eisessig und gab 2,2 cem einer 23-proz. 
wissrigen Natriumnitritlésung hinzu. Nach 2 Stdn. erzeugte man durch Zusatz 
von Wasser zur klaren Lésung eine amorphe Fillung, die aus heiBem Wasser 
unter Zugabe von Dioxan umgelést wurde: Farblose Nadeln. Waschen mit Was- 
ser und Trocknen iiber P,O;. Ausb.: 0,19 ¢. Schmp.: Nach vorhergehendem 
Sintern schaumige Schmelze bei 151—154°. 


®) M. Schenck, diese Z. 268, 77 (1941). 
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C,3H;,0,. Ber. C 68.28, H 7.98. Gef.*) C 67.67, 67.61, H 7.89, 7.68. 
Titration mit n/10-NaOH: C,,H;.0, (zweibasisch): Ber. CO,H 22.26, gef. 22.42. 
Die analytischen Daten stimmen am besten auf eine zweibasische Siure C,,H;,0,. 
Es hat also mit der Stickstoffentwicklung eine Abspaltung von Wasser stattge- 
funden (vgl. oben: Propylen aus n-Propylamin), auBerdem ist aber eine Carboxy]- 
gruppe verloren gegangen (vermutlich die an C*), so daB fiir das Produkt als wahr- 
scheinliche Formel das Symbol IV angenommen werden kann. DaB die erhaltene 
Siure in der Tat ungesittigt ist, ergibt sich aus ihrem Verhalten gegeniiber 
dem Baeyerschen Reagens auf doppelte Bindungen, das sofort entfairbt wird. 


fa IV. A 


(11 13] 
t C,H, -CO,H {CHL, -CO,H 


H,C 
PR ol 


CO,H N F cas 


Einwirkung von schwefelsaurer Permanganatlésung auf das 
aus der Nitro-keto-lactamtricarbonsiure C,,H,,0,)N, 
erhaltliche Umlagerungsprodukt 


Anhangsweise seien hier noch die analytischen Daten der C- und 
H-Bestimmung fiir das aus der umgelagerten Saiure C,,H,,0,,N. ge- 
wonnene Oxydationsprodukt gegeben. Fiir die umgelagerte Siure 
C,,H3,0,)N, kann, wie friiher auseinandergesetzt wurde!”), das Struk- 
turbild V angenommen werden. Statt der Gruppe — C (: NOH) -O0-CO — 
im Ring B ist u. U. die Gruppierung — CO - N (OH) - CO — zu setzen 
(vgl. Camphoryloxim bzw. Oximid der Camphersiiure). Nach dem 
van Slykeschen Verfahren liefert das Umlagerungsprodukt 78% Stick- 
stoff (1 Mol. N, pro Mol. Subst. = 100%), der im wesentlichen auf die 
NOH-Gruppe, zu einem kleinen Teil auf die Aufspaltung des Lactam- 
ringes zu beziehen ist, daneben diirfte sich aus der NOH-Gruppe auch 
Stickoxydul bilden. Stickstoff- und Stickoxydulbildung kénnen in der 
eingangs erérterten Weise erklirt werden. Das bei der Einwirkung von 
Salpetriger Siure nach Beendigung der Gasentwicklung resultierende 
Produkt ist bisher noch nicht in brauchbarer Form isoliert worden. — 
Bemerkenswert ist, daB das Umlagerungspredukt V auch mit Per- 
manganatlésung, alkalischer sowohl wie schwefelsaurer, Gas entwickelt, 
und zwar auch hier ein Gemisch von (viel) Stickstoff und (wenig) Stick- 
oxydul. Eine Erklarung fiir diese Gasentwicklung ist frither gegeben 
worden!!). Mittels Permanganats bei Gegenwart von Schwefelsiiure lieB 


10) M. Schenck, diese Z. 268, 79 (1941). 
1) M. Schenck, diese Z. 262, 47 (1939). 
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sich aus dem Umlagerungsprodukt eine farblose gut kristallisierende 
Verbindung gewinnen, deren vorliufige Untersuchung (N 3.49; CO,H 
23.96, 24.32) zudem Ausdruck C,,.H,,0,N (zweibasische Siure) fiihrte?°). 
Die jetzt nachgeholte C- und H-Bestimmung (Trocknen bei 110—120°; 
gef.§) C 59.44, 59.55, H 7.41, 7.39) spricht fiir eine etwas kohlenstoff- 
reichere Verbindung C,,H,,0,N oder C,,H,,0,N. 
C,.H.,0,N. Ber. C 58.51, H 7.37, N 3.79, CO,H 24.38. 
C,,H.,0,N. Ber. C 59.50, H 7.63, N 3.65, CO,H 23.49. 
C,,H.,0,N. Ber. C 59.82, H 7.14, N 3.67, CO,H 23.61. 
C9H;,0,N. Ber. C 60.42, H 7.86, N 3.53, CO,H 22.66. 

DaB das untersuchte Material einheitlich war, ist zwar wahrschein- 
lich, aber nicht ganz sicher. Als eine mégliche Strukturformel kann fiir 
das Oxydationsprodukt das Symbol VI (C,,H,,0,N) aufgestellt wer- 
den, das sich von dem friiher fiir C,,H,,0,N gegebenen dadurch unter- 
scheidet, da zwischen die tertiiire Alkoholgruppe und das mit ihr ver- 
bundene Carboxyl eine Methylengruppe eingeschoben ist. 


HN—CO 
V. i, 
an. " HN—CO 
. | j CoH .CO,H 4 \ 
Pe % J - || CoB .CO,H 
HO 3 } 
RB f  ¥ 
HO,C CO i 
O 
HO,C” OH, 
HON:C——-O 


Oxydation von Pyrrolen mit Wasserstoffperoxyd ') 
Von 
Albrecht Hiini und Friedel Frank 2) 
Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1944) 


Pyrrole, die in einer oder beiden a-Stellen nicht substituiert sind, 

kdanen in vielen Fallen mit Wasserstoffperoxyd in Pyridin zu Oxy- 
. . I “ud . . 

pyrrolen’) oxydiert werden. Wird die Oxydation an einem a,a-freien 


1) 37. Mitteil. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe: 36. Mitteil., diese Z. 275, 
155 (1942). 

2) Diplomarbeit Technische Hochschule Miinchen, 1944. 

3) H. Fischer, P. Hartmann u. T. Joshioka, Liebigs Ann. Chem. 212, 
246 (1932). 
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ide Pyrrol vorgenommen, so entsteht dabei ein Gemisch der beiden még- 
oH lichen Isomeren, wie zum Beispiel bei der Oxydation der Opsopyrrol- 
). carbonsadure I. Es entstehen hier Oxy-opsopyrrolearbonsadure und Iso- 
0°; oxy-opsopyrrolcarbonsaure*)( II, ITI), die durch fraktionierte Kristelli- 
ff. sation®) voneinander getrennt werden kénnen. 


Analog 1aBt sich durch dieselbe Reaktion aus Opsopyrrol ein Ge- 
misch von Oxy- und Iso-oxyopsopyrrol®) darstellen, ein éliges Prcdukt, 


H,C-) . PS*) H,C. -PS ae. -—, 
| H,0, 
. 1] —— . 
in- hea HO Mena ee OH 
x4 I, NH IL. NH Il. NA 
ar 
= *) PS in diesen Formeln = — CH,-CH,-COOH. 
er - 
welchesim Exsiccator teilweise in farnahnlichen Kristallen vom Schmelz- 
punkt 60° erhalten wird. Die Kristalle erweisen sich jedoch keineswegs 
als eine der beiden Komponenten, sondern immer noch als Gemisch. 
H,C | ‘5 C,H; H,C Z| i C,H, H,C ‘ - C,H; 
H,0, 
” eZ eer. is) | |.on 
IV. NH Vi NH VIC NH 
Kinen RiickschluB8 auf die Konstitution eines solchen Oxy-opso- 
pyrrols laBt die alkalische*) Kondensation mit Opsopyrrolcarbcnsaure- 
aldehyd (VII) zu; denn es miissen hierbei verschiedene Neoxantkobili- 
rubinsduren entstehen, deren Ester sich durch den Schmelzpunkt scharf 
unterscheiden und im Mischschmelzpunkt eine scharfe Depressicn geben. 
Der Neo-xanthobilirubinsaureester (IX) schmilzt bei 172°, der der Iso- 
siure (XIIT) bei 201°. Der Mischschmelzpunkt gibt eine scharfe De- 
pression, beide lassen sich durch Kristallisation. aus Methylalkchol 
trennen’). Die folgenden Formeln erliutern die Synthese der beiden 
Neoxanthobilirubinsaéuren bzw. ihrer Ester. 
H,C-; . C,H, H.C. PS 
| cu — 
, HO. OHC. | 
A v. NH Vil. NH 
n 
D, 4) H. Fischer u. W. Lautsch, Liebigs Ann. Chem. 462, 240 (1928). 
5) H. Fischer u. H. Plieninger, diese Z. 274, 231 (1942). 
6) H. Fischer u. H. Reinecke, diese Z. 254, 93 (1939). 
-F 7) H. Plieninger u. H. Lichtenwald, diese Z. 273, 206 (1942). 
8) W. Siedel u. H. Fischer, diese Z. 214, 151 (1933). 




















opsopyrrols (VI) zukommen muBte, insbesondere da sie von ganz aus- 
gepragter einheitlicher Kristallform und nicht hygroskopisch waren, 


®) H. Fischer, F. Baumann u. H. J. Riedl, Liebigs Ann. Chem. 475, 
240 (1930). 
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e -— 4 a, CH, ‘)MPS.——-CH, _H,C,---——; CH, | 
| | CH,N, } 172° | | 
|__C——| —eo_ C= | !.OH 

* Wa 
Ca was a a 
d NH N 
VII. IX. 
it, H,C. PS 
HO. \ y T OHC \ 
xX NH XI NH , 

PS..—.CH, H,C. - C,H, MPS..——, .CH, H,C-——=.C,, 
| | CH,N, |} 202° | | é 
|__C—— ao | —__C—— -OH : 

Zo H Sy a H i ¢ 
NH N NH N , 
XI. XII. , 
*) MPS = — CH,-CH,-COO-CH,. ; 
Entstehen hierbei nach der Veresterung als erste Kristallisation Kri- F 
stalle vom Schmp. 201°, so ist man berechtigt, dem zugrundeliegenden 4 
Oxypyrrol die Konstitution eines Iso-oxyopsopyrrols X zuzuschreiben, 
auch wenn die Ausbeute nicht sehr gut ist. Eine zweite Kristallfraktion g 
von niedrigerem Schmelzpunkt darf dann nicht zu erhalten sein. t 
Das Vorhandensein von Neo-xanthobilirubinséure-methylester (IX) d 
muB sich bei der ersten Kristallisation stets in einer Depression des p 
Schmelzpunktes auswirken, erst durch Umkristallisieren kann man aus h 
einem solchen Gemisch reinen Iso-neoxanthobilirubinsaure-methylester 
(XIII), infolge seiner geringeren Léslichkeit in Metylalkohol, isolieren. kk 
Das Vorhandensein eines auf solche Weise isolierten Iso-neoxanthobili- gi 
rubinséure-methylesters berechtigt also nicht zu dem SchluB, das Aus- a 
gangsmaterial sei Iso-oxyopsopyrrol gewesen. Ahnlich liegen die Daten S 
bei der Kupplung zu Xanthobilirubinsaure. b 
Bei der Oxydation des Aldehyds (XIV)*) mit Wasserstoffperoxyd b 
erhielten wir nun ein schon kristallisierendes Produkt. Die Kristalle g 
schmolzen bei 80°, nach Umkristallisieren aus Alkohol-Ather bei 98-100°. k 
Die Ausbeute betrug so 10%. Das unreine Produkt, Schmp. 80°, zeigte fc 
sich nach den Ergebnissen der Kupplung mit Opsopyrrolcarbonsaure- li 
aldehyd (VII) im Sinne des oben Gesagten als ein weitgehend ange- ti 
reichertes Iso-oxyopsopyrrol (VI), so daf man annehmen konnte, dai es 
den Kristallen vom Schmelzpunkt 98° die Konstitution des Iso-oxy- ve 





C,H, 


OH 
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ganz im Gegensatz zu den Gemischen der Isomeren. Es léste sich 
spielend in Alkohol und Wasser und zeigte zutreffende Analysenwerte, 
jedoch war die Menge zur Ausfiihrung einer Kontrollkupplung zu ge- 
ring. 

Ks ging also folgende Reaktion vor sich: 





H,C .——, C,H, H,C --——.. C,H, H,C --——- C,H, 
| H,0, | rm | 
| |. CHO ie | -OH HO.! q 
= Fe YZ A 4 
XIV. NH VI. NH V. NH 


DaB bei der Oxydation mit Wasserstoffperoxyd eine Aldehydg-uppe 
eliminiert und durch eine Oxygruppe ersetzt werden kann, zeigt auch die 
Oxydation von Opsopyrrolcarbonsaéure-aldehyd (VII), wobei in guter 
Ausbeute und Reinheit ein Gemisch von Oxy- und Iso-oxyopsopyrrol- 
carbonsaure (II, III) entsteht!°). Es wird also auch hier die Aldehyd- 
gruppe eliminiert. Die Oxydation geht wohl auch iiber die XI ent- 
sprechende Carbonsaure, die mit H,O, die Oxy-opsopyrrolcarbonsauren 
ergibt. 

Um nun die Konstitution von VI weiter zu belegen, wurde versucht, 
das Gemisch von V und VI?!) in seine Komponenten zu zerlegen und 
so Verbindung VI auf eine zweite Art darzustellen. 

Es warde zunachst das Hydrochlorid des Isomerengemisches dar- 
gestellt, welches einen Schmelzpunkt von 70° !2) hat. Bei der frak- 
tionierten Extraktion dieses Hydrochlorids zeigt nun die Untersuchung 
der Extrakte, daB mit ihrem bis auf 120—130° ansteigenden Schmelz- 
punkt ein in gleichem MaBe ansteigender Gehalt an Iso-oxyopsopyrrol- 
hydrochlorid verbunden ist. 

Man kann aus den einzelnen Fraktionen mittels Natriumhydroxyds 
leicht die zugehGérigen freien Basen abscheiden, deren Schmelzpunkte 
sukzessive von 43—98° ansteigen, wobei sich sowohl die Kristallform 
als auch die Hygroskopizitat grundlegend andern. Die Kristalle vom 
Schmp. 43°, farnihnliche Nadeln von auBerster Hygroskopizitat, ergeben 
boi der Kupplung mit VIT iibérhaupt keinen isolierbaren Iso-neoxantho- 
bilirubinséure-methylester, wahrend die Kristalle vom Schmp. 98°, ab- 
geschnittene Tetraeder von groBer RegelmaBigkeit und Luftbestandig- 
keit, schon als erstes Kristallisat nach der Kupplung mit VII und nach- 
folgender Veresterung reinen Iso-neoxanthobilirubinséure-methylester 
liefern, ohne daB weitere Kristallisate von niedrigerem Schmelzpunkt auf- 
treten und so das Vorhandensein von Neoxanthobilirubinsaéure-methyl- 

ester (IX) vermuten lassen wiirden. So liegt in dieser Methode ein Weg 
vor, die beiden isomeren Oxy-opsopyrrole voneinander zu trennen. 

Die auf diesem Weg gewonnenen Kristalle vom Schmp. 98° stimmen 


10) ‘Dissertation Hiini, Technische Hochschule Miinchen 1943. 
1) Diese Z. 254, 93 (1932). 
2) W. Siedel, Liebigs Ann. Chem. 554, 157 (1943). 
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in allen Eigenschaften mit dem durch Oxydation von Aldehyd XIV 
gewonnenen Produkt tiberein und sind mit diesem identisch. DaB beide 
die reine Isokomponente darstellen, entnehmen wir aus den Ergebnissen 
der Kupplung mit VII, der einheitlichen ausgepragten Kristallisation, 
dem scharfen Réntgendiagramm und der groBen Luftbestandigkeit. 
Hinzu tritt die Tatsache, dai der Schmp. nicht mehr weiter zu 
steigern ist. 

Von diesem Iso-oxypyrrol konnte mit Athylbromid, Magnesium und 
Ameisensaure-athylester die Umsetzurg zum Formiat gemacht werden. 
Sdp. ,, 132°. Die Stickstoffanalyse ergab zutreffenden Wert. 

Ein von W. Siedel?*) schon friiher auf Grund seiner Herstellurgs- 
weise als reines Iso-oxyopsopyrrol angesprochener Kérper vcm Schmp. 
60° ergab bei der Kupplung mit VII neben reinem Ester XIII, der aber 
erst nach zweimaligem Umkristallisieren zu erhalten war, in 40% Aus- 
beute ein Gemisch vom Schmp. 150—160°. 

Dieses ,,[so-oxyopsopyrrol‘‘ ist auBerst hygroskcyisch, so daB weder 
eine Réntgenaufnahme noch eine Analyse gemacht werden konnte; 
seine Konstitutionsbestimmung stiitzt sich auf analysierte Derivate, 
deren Vorhandensein aber keinerlei Riickschliisse auf die Stellung der 
OH-Gruppe zulaBt. Der niedrige Schmelzpunkt entspricht dem Misch- 
schmelzpunkt unserer beiden Extreme vom Schmp. 43° und 98°. Unsere 
Annahme, daB es sich hierbei um ein Gemisch und nicht um das reine 
VI handelt, wurde erwiesen durch die Isolierung ven VII, Schmp. 98°, 
aus diesem Gemisch, erstens auf dem oben besprochenen Weg iiber das 
Hydrochlorid und zweitens durch einfaches Auswaschen mit Ather. Die 
Ausbeute von 6% ist in Anbetracht der geringen Trennscharfe der 
Extraktion und des Auswaschens betrachtlich. 


Statt Formel VI kann man nun noch folgende Formeln diskutieren. 
H,C. - C,H, H,C. . C,H, 


yO 


vy \ 


XV. NH XVI. No 


Formel XV wire nur durch eine Umlagerung in VI bei der alkalischen 
Kondensation zu erklaren und wird weiter dadurch unwahrscheinlich, 
daB bei dem Darstellungsweg nach Siedel nur eine Hydrolyse statt- 
findet. 


Formel XVI ist aus denselben Griinden unwahrscheinlich, weiter 
widerspricht ihr die Bildung eines Hydrochlorids. 

Mit dem K6érper vom Schmp. 43° ist man wohl schon V sehr nahe 
gekommen, jedoch lat sich eine weitere Anreicherung wegen der groBen 
Atherléslichkeit und der Hygroskopizitaét nicht vornehmen. 

Gut bewihrte sich auch die Oxydation mit Wasserstoffperoxyd 
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bei der Herstellung des Aldehyds XVII!*) aus dem Brommethylkérper 
XVIIT#*). 
H,C.- i ‘oe H;C.-, 
H,C,00C .| |. CHO H,C,00C -! 
XVII. NH XVIII. NH 


Die Reaktion verlauft mit 25% Ausbeute glatt und sehr bequem. Analog 
wird der Brommetylkérper XIX !*) oxydiert. 


H,C .;——_,,- C,H, H,C --——_ C_H; 
3 | _ ] Se 
H,C,00C -\\ '.CH.Br H C,00C -' 
5~2 4 2 s~3 % 
XIX. NH XX. 14) NH 
HC.) i) C,H; H,C, -) - CH, 
| | ] 
H;C,00C -'! -C——N — N——C |! - COOC,H, 
\/ H 7 se 
NH NH 


Hier konnte der Aldehyd nicht isoliert werden, jedoch konnte glatt 
das Aldazin dargestellt werden. 


Versuche 


Oxydation von 3-Methyl-4-aithyl-5-formyl-pyrrol (XIV) 


1 g des Aldehyds XIV wird mit 2ccm Pyridin und 1 ccm Perhydrol 3 Stun- 
den auf 50—60° erhitzt. Dann gibt man abermals 1 ccm Perhydrol hinzu und halt 
weitere 3 Stunden auf 50—60°. Das Pyridin wird weitgehendst im Vakuum bei 
50—60° abdestilliert. Nach dem Abkiihlen kristallisiert das dlige Produkt zum 
Teil aus. Die Kristalle werden aus Alkohol-Ather umkristallisiert, der Schmelz- 
punkt steigt auf 98—100°. WeiBe, an allen Ecken gleichmaBig abgeschniittene 
Tetraeder, spielend léslich in Alkohol und Wasser, bestiindig an der Luft, 
Ehrlichsche Reaktion negativ. 

3,389 mg Subst. (bei 20° i. V. getr.): 8,301 mg CO,, 2,670 mg H,O; 

4,075 mg Subst.: 0,422 cem N, (23°, 721 mm). 

C,H,,ON (125,09). Ber.: C 67,15, H 8,86, N 11,19. 

Gef.: C 66,87, H 8,68, N 11,20. 

Fraktionierte Extraktion der Hydrochloride. Oxy-opsopyrrol- 
gemisch wird in absol. Ather gelést und bis zur vollstandigen Ausscheidung 
trockener Chlorwasserstoff eingeleitet. Das Hy drochlorid wird abgenutscht und 
mit wenig absol. Ather gewaschen. Es zeigt einen Schmelzpunkt von etwa 70°. 

Nun wird aus der Hiilse mit abs. Ather extrahiert. Ansatz 5 g. Nach 10 Mi- 
nuten wird unterbrochen und der Ather im Vakuumexsiccator abgedampft, bis 
Kristallisation eintritt. Die Kristalle werden abgesaugt und mit wenig Ather ge- 


- 13) H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. Chem. 458, 137 (1927). 
4) H. Fischer u. P. Ernst, Liebigs Ann. Chem. 447, 159 (1926). 
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waschen. Sie werden als Fraktion 1 bezeichnet. Es wird weiter extrahiert und 
nach insgesamt 55 Minuten die 2. Fraktion auf dieselbe Weise abgetrennt, nach 
105 die 3. und nach 250 Minuten die 4. Fraktion. Da nun der Schmelzpunkt der 
Extrakte nicht mehr wesentlich steigt, wird abgebrochen und der Riickste 
nach Auswaschen mit Ather als 6. Fraktion behandelt. 

Untersuchung der einzelnen Fraktionen. Fraktion 1, Schmp. 70 
bis 80°. Das Hydrochlorid wird in Ather gelést und mit der ausreichenden Menge 
gepulvertem Natriumhydroxyd versetzt. Sobald man wenige Tropfen Wasser 
zugegeben hat, tritt Gasentwicklung ein. Dann wird trocken filtriert und der 
Ather abdestilliert, bis Kristallisation eintritt. Farnihnliche Nadeln, Schmp. 43 
bis 45°, sehr hygroskopisch und in Ather leicht léslich. 100 mg werden mit der 
entsprechenden Menge Aldehyd VII in 4-n. Natronlauge gekuppelt. Das erhaltene 
Oxypyrromethen wird mit Diazomethan in Methanol und Chloroform verestert 
und aus Methanol zur Kristallisation gebracht. Trotz mehrmaligen Umkristalli- 
sierens aus Methanol bleibt der Schme Izpunkt des Esters bei 168—180°, ein Be- 
weis, daB héchstens Spuren von XIII vorliegen und die Hauptmenge das Oxy- 
pyrromethen IX darstellt. Ausbeute 60 mg. 

Fraktion 2, Schmp. 83—84°. Sie ergibt, wie oben mit Natriumhydroxyd 


versetzt, ein Oxy-opsopyrrolgemisch vom Schmp. 59—61°, hygroskopische 


Nadeln. 
Fraktion3, Schmp. 85—86°. Sie wird mit 4-n. Natronlauge nach H. Fi- 


scher und H. Plieninger mit Aldehyd VII zum Oxypyrromethen gekuppelt und 
wie oben verestert. Ohne Umkristallisieren haben 37,5% den Schmp. 188°, 
wihrend 38% aus der Mutterlauge erhalten, einen Schmp. von 162° besitzen. 
Durch. Umkristallisieren wird aus der ersten Kristallisation reiner Ester XIII 
erhalten. Es liegt also ein Gemisch vor. 

Fraktion 4, Schmp. 115—118°. Sie wird wie oben mit Aldehyd VII ge- 
kuppelt. Es entsteht ohne Umkristallisation Ester XIII mit einem Schmp. 197°, 
also noch nicht ganz rein. Bei der Zersetzung mit Natriumhydroxyd entstehen 
Kristalle vom Schmp. 94°, die beim Auswaschen mit Ather den Schmp. 98° er 
reichen und sich dann als identisch mit VI erweisen. 

Fraktion 5, Schmp. 128—138°. Diese wird mit NaOH, wie oben be- 
schrieben, zersetzt. Nach dem Einengen kristallisieren aus dem Ather an allen 
Ecken gleichmaBig abgeschnittene Tetraeder vom Schmp. 98—100°, die sich in 
allen Eigenschaften mit VI decken. 


4,010 mg Subst.: 0,384 ccm N, (20°, 724 mm); 

4,120 mg Subst.: 10,073 mg CO,, 3,254 mg H,O. 

C,H,,ON (125,09). Ber. © 67,15, H 8,86, N 11,19. 
Gef. C 66,66, H 8,84, N 10,63. 


Bei der alkalischen Kupplung mit VII sind 55% der Theorie Ester als reiner Ester 
XIII ohne Umkristallisieren zu erhalten. Ein anderes niedriger kristallisierendes 
Produkt wird nicht erhalten. 

Isolierung von VI aus Iso-oxyopsopyrrol nach Siedel. a) 1 g Iso- 
oxyopsopyrrol nach Siede! wird als Hydrochlorid wie oben der fraktionierten 
Extraktion mit Ather unterworfen. Der Versuch verliuft oben beschrieben. 
Die héchstschmelzende Fraktion wird mit Natronlauge zersetzt. Aus dem Ather 
erhilt man nach dem Einengen auf dem Wasserbad Kristalle, die in allen Eigen- 
schaften, auch —— ee und Mischschmelzpunkt mit VI identisch 
sind. Schmp. 

b) 1g Iso- oxyopsopy rrol Siedel wird mit absol. Ather ausgewaschen. Es 
bleiben schlieBlich Kristalle, Schmp. 98—100°, zuriick, die mit VI identisch sind. 
Ausbeute 60 mg. 

Kupplung von Iso-oxyopsopyrrol (Siedel) mit Aldehyd VII. Die 
wie oben ausgefiihrte alkalische Kupplung ergibt als erste Kristallisation 39% 
der Theorie an Ester vom Schmp. 190°, als 2. Kristallisation 18% der Theorie 
mit Schmp. 150°. Es liegt demnach ein Gemisch vor. 








wie 








fac 
jl 
vo 
Vo) 
fol, 
we: 
ers 
zen 
son 
auf 
zut 
sen. 
Bez 


mol 
1935 
roter 
wurd 
allg > 
an W 
aufge 
wurd 
toren 








be- 
len 
h in 


ster 
ndes 


Iso- 
rten 
ben. 
ther 
gen- 
tisch 


. Es 
sind. 

Die 
39% 
porie 











Bd. 232 (1947) Oxydation von Pyrrolen mit Wasserstoffperoxyd 103 


Oxydation von 3-Methyl-2-carbithoxy-5-brommethyl-pyrrol- 
4-propionsadure zu 3-Methyl-2-carbithoxy-5-formyl-pyrrol-4-pro- 
pionsdure (XVITI).5g des Brommethylk6rpers XVIII werden mit 10 ccm Pyridin 
und 5 ecm Perhydrol auf 50—60° erhitzt. Nach 3 Stunden wird nochmals dieselbe 
Menge Perhydrol zugegeben und weitere 3 Stunden erhitzt. Dann wird zur 
Trockene verdampft. Das zihe Ol wird mit 50 com Wasser und 10 ccm 2-n. HCl 
angerieben, die Kristalle abgenutscht und mit Wasser gewaschen. Ausbeute 
1.25 g. 

Oxydation von 3-Methyl-4-athyl-2-carbithoxy-5-brommethy]- 
pyrrol (XIX) zu 3-Methyl-4-athyl-2-carbithoxy-5-formyl-pyrrol 
(XX). Die Durchfiihrung ist genau wie oben beschrieben. Nach dem Anriihren 
des Ols wird mit Ather erschépfend extrahiert. Aus dem Ather wird der Aldehyd 
nicht kristallisiert erhalten, jedoch lat er sich in Form seines Aldazins abschei- 
den. Gelbe Kristalle vom Szhmp. 190°. Ausbeute 15% (XX1I). 


Die Fluorescenz-Chromatographie des Perillaéls 


Von 
J. Tischer und E. Toégel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1944) 


Die auf anderen Gebieten zur Trennung von Stoffgemischen viel- 
fach bewahrte Adsorptionsanalyse wurde von der Fettchemie erst in 
jiingster Zeit tibernommen. Die ersten etwa gleichzeitig und unabhingig 
voneinander ausgefiihrten Versuche fallen in das Jahr 1937 und stammen 
von H. P. Kaufmann!), H. Kondo?) und J. Tischer?)*). In den 
folgenden Jahren sind eine Reihe von Veréffentlichungen iiber die Ver- 
wendung der Adsorptionsanalyse auf dem Gebiete der Fette und Wachse 
erschienen ; eine ausfiihrliche Literaturzusammenstellung haben vor kur- 
zem Kaufmann und Wolf?) veréffentlicht. Doch bereitet auch hier wie 
sonst die Trennung farbloser Stoffe Schwierigkeiten. Meist ist man dar- 
auf angewiesen, die Sorptionssiule willkiirlich in mehrere Teilstiicke auf- 
zuteilen, deren Inhaltsstoffe einzeln eluiert und untersucht werden miis- 
sen. Bisweilen beigemengte Farbstoffe werden nicht immer in den gleichen 
Bezirken adsorbiert wie die ungefirbten Stoffe, deren Trennung beab- 


1) D. R. P. 741359. 

*) H. Kondo, J. pharmac. Soc. Japan Trans. 57, 218 (1937). 

3) J. Tischer u. E. Illner, Fette u. Seifen 47, 578 (1940). 

*) Orientierende quantitative Versuche zur adsorptiven Trennung hoch- 
molekularer Fettsiiuren an Aluminiumoxyd hat der eine von uns schon im Juni 
1935 gel2gentlich der chromatographischen Trennung der Carodtinoide aus einer 
roten Euglene, diese Z. 239, 257 (1936), alisvefiihrt; in gréBerem MaBstabe 
wurden soleche Untersuchungen an Glyceriden und Fettsiuren im Institut fir 
allgo2m. u. analyt. Chemie d2r Landwirtschaft]. Hochschule Tetschen-Liebwerd, 
an welechem die vorliegend2 Arbeit entstanden ist, jedoch erst im Sommer 1937 
aufgenommen. Da diese aus auBeren Griinden bisher noch nicht veréffentlicht 
wurden, gebihrt die literarische Prioritiit den beiden anderen genannten Au- 
toren. 

4) H. P. Kaufmann u. W. Wolf, ebenda 50, 519 (1943). 

S* 
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sichtigt wird. Einzelne Untersucher adsorbieren auch nach Zusatz kiinst- 
licher Farbstoffe, ein Verfahren, das nur eine beschrinkte Anwendung 
finden kann. Auch die Erzeugung eines Chromatogramms durch Um- 
wandlung farbloser Stoffgemische in gefiirbte Verbindungen, wie auch 
die Erkennung der Zonierung mittels Farbreaktionen sind auf dem Fett- 
gebiet nicht anwendbar. Hingegen konnten wir bei unseren Unter- 
suchungen an Fetten mit Erfolg die Fluorescenz-Chromatographie heran- 
ziehen, die zur Trennung andersartiger Stoffe, z. B. polycyclischer 
aromatischer Kohlenwasserstoffe oder Gerbstoffe schon von Karrer und 
Schépp5), Winterstein und Schén*), Grassmann und Lang’) 
u. a. in Anwendung gebracht worden war. 

Was die Reihung der einzelnen Fettkomponenten bei der Adsorption 
an Aluminiumoxyd anbelangt, so war auf Grund der bisherigen Er- 
fahrungen anzunehmen, daB die freien Fettsiuren zuoberst adsorbiert 
werden. Nach Beobachtungen Kaufmanns5) iiber die adsorptive Tren- 
nung von Mono-, Di- und Tristearin sowie eines durch Umesterung 
von Kakaobutter mit Glycerin erhaltenen Glyceridgemisches werden 
Monoglyceride stirker adsorbiert als Diglyceride. Ferner konnte man 
erwarten, daB sich unterhalb dieser die Triglyceride anordnen werden 
und daB8 allenfalls vorhandene Kohlenwasserstoffe als am schwersten 
adsorbierbar die unterste Zone bilden wiirden. Die Lage freier Sterine 
und anderer unverseifbarer Stoffe in der Adsorptionssiule war bei 
Gegenwart von Mono- und Diglyceriden nicht sicher vorauszusehen, 
doch war es wahrscheinlich, da freie Sterine oberhalb der Triglyceride 
gelagert und durch ihre Fluorescenz im ultravioletten Licht, wie in 
unserem Institut schon wiederholt beobachtet wurde, besonders auf- 
fallen wiirden. 

Die hier mitgeteilten Versuche betreffen das Samendél von Perilla 
ocimoides L., iiber dessen Konstanten und Zusammensetzung wir vor 
kurzem berichtet haben®); das verwendete Saatgut stammte aus Ziich- 
tungen dieser in Indien, China und Japan beheimateten Olpflanze, die 
in Tetschen-Liebwerd durchgefiihrt wurden. Bei der Extraktion der 
Samen mit sehr niedrig siedendem Benzin wurde besondere Sorgfalt 
auf den AusschluB8 des Sauerstoffes angewendet, um das hoch unge- 
saittigte und technisch wertvolle Ol méglichst unverandert zu erhalten. 
Das Liebwerder Perillaél hatte eine Dichte von @ 29 = 0,9291 und einen 
Brechungsindex von n ?) = 1,4830. Seine chemischen Kennzahlen waren 
folgende: NZ = 27,1, VZ = 194,1, Esterzah] = 167,0, VZ des Neutral- 
fettes = 192,96, OH-Z = 12,7, JZ = 202,0, RhZ = 126,6, ReMe-Z = 
0,17, Po-Z = 0,26, Unv. = 0,98%, Gesamtfettsiuren = 93,6%. Die Be- 
stimmung der Konstanten der Fettsaiuren hatte ergeben: NZ = 199,5, 


5) P. Karrer u. K. Schépp, Helv. chim. Acta 17, 693 (1934). 
6) A. Winterstein u. K. Schén, diese Z. 230, 139 (1934). 

7) W. GraBmann u. O. Lang, Collegium 9, 114 (1935). 

8) H. P. Kaufmann. Fette u. Seifen 47, 460 (1940). 

®) J. Tischer u. E. Tégel, ebenda, im Druck. 
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mitt]. Mol.-Gew. = 281,3, JZ =211,3, RhZ = 129,3, OH-Z = 8,3, Hexa- 
bromidzahl = 64,25 entsprechend 23,6% a-Linolensaure, gesattigte Fett- 
siuren (nach Bertram) =7,8%. Die aus den Konstanten der Fett- 
siuren nach Kaufmann!®) berechneten Anteile an ungesattigten Sauren 
betrugen: Olsdure 1,7%, Linolsaure 40,0%, Linolensaure 50,5%. 

Die im Vergleich zu Perillaélen anderer Herkunft hohe NZ, aus 
der sich ein Gehalt von etwas 13,6% freien Fettsiuren berechnen laBt, 
deutet auf einen teilweisen Abbau des Fettes, bedingt durch die zwei- 
jahrige Lagerung und einen héheren Anteil des Saatgutes an beschadigten 
Samen. Aus seiner OH-Z konnte auf das Vorhandensein von Mono- und 
Diglyceriden geschlossen werden. Wie vorweggenommen sei, unter- 
schieden sich die Mono- und Diglyceride dieses Fettes bei 
der Betrachtung der Adsorptionssaéule im Licht einer Ana- 
lysen-Quarzlampe von den Triglyceriden und den Sterinen 
durch besondere Fluorescenz-Farbungen; selbst bei den 
Triglyceriden traten 2 unterschiedliche Fluorescenz-Farben 
auf, so daB wir auf Grund dieser Farbunterschiede im UV- 
Licht eine Reihe von Zonen abtrennen konnten. AuBer dem 
Perilla6l untersuchten wir auch noch die Chromatogramme von an 
Aluminiumoxyd adsorbiertem Leiné] und Waschbiarenfett im UV-Licht 
und konnten auch bei diesen Fetten ahnliche, die Aufteilung der Ad- 
sorptionssiule erméglichende Fluorescenz-Farben wahrnehmen, so daB 
die Methode der Fluorescenz-Chromatographie fiir die Fett- 
untersuchung von allgemeiner Bedeutung werden diirfte. 

Als Adsorptionsmittel wurde nicht standardisiertes Aluminiumoxyd 
von Merck gewahlt, das 2 Stunden bei 105° getrocknet und im Exsic- 
cator iiber Blaugel erkalten gelassen wurde. Das Aluminiumoxyd hat 
zwar den Nachteil, daB es gewisse freie Fettsauren auBerordentlich fest- 
halt, so daB diese nur sehr schwer eluierbar sind, zeigt aber gegeniiber 
Mono- und Diglyceriden eine sehr gute Selektivitat®). Diese ist besser 
als bei Silicagel, auf dem sich freie Fettsaéuren allerdings wesentlich 
leichter eluieren lassen™). AuBerdem war fiir die Wah] des Aluminium- 
oxyds als Adsorptionsmittel maBgebend, daB in unserem Institut damit 
schon Erfahrungen vorlagen. Die verwendeten Adsorptionsrohre hatten 
eine Lange von 45—50 cm und einen Durchmesser von 30mm. Das 
Adsorptionsmittel wurde gewogen und vor Beginn der Adsorption so- 
lange mit Benzin durchtrankt, bis die Fliissigkeit in die Vorlage tropfte. 
Dabei wurde die Einlaufgeschwindigkeit des Benzins durch schwaches 
Ansaugen mit der Wasserstrahlpumpe geregelt. Dann erst wurde die 
Fettlésung langsam durch die Aluminiumoxydsaule hindurchfiltriert 
und das Filtrat tropfenweise in Erlenmeyerkélbchen aufgefangen. 

Insgesamt wurden 3 Proben des Perillaéls der Adsorption an Alu- 
miniumoxyd unterworfen, die im UV-Licht an ihrer Fluorescenz-Farbung 
unterscheidbaren Zonen getrennt und die aus den einzelnen Zonen 


10) H. P. Kaufmann, Studien auf dem Fettgebiet, Berlin 1939. 
1) H. P. Kaufmann, Fette u. Seifen 46, 268 (1939). 
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eluierten Stoffe durch ihre Kennzahlen charakterisiert. Fiir den I. Ad- 
sorptionsversuch wurde lediglich mit Benzin verdiinntes, nicht vor- 
behandeltes Perilla6l verwendet; in den beiden anderen Versuchen 
wurden die freien Fettsiuren vorher abgetrennt, im II. Versuch durch 
Auswaschen der alkoholhaltigen, mit alkoholischer Kalilauge neutrali- 
sierten Benzinlésung mit Wasser, im III. Versuch durch Entsauerung 
mittels einer kleinen Menge Aluminiumoxyd. Die im II. Versuch ab- 
getrennten Fettséuren wurden gesondert an Aluminiumoxyd adsorbiert 
und die einzelnen Eluate der unter der Quarzlampe abgetrennten Zonen 
durch ihre Kennzahlen charakterisiert. 

Bei allen 3 Oladsorptions-Versuchen bildeten sich nach dem Ent- 
wickeln mit Benzin 4 vollkommen weibe, bei Tageslicht unterscheidbare, 
ungleich groBe Bezirke aus, die durch 3, etwa 2 mm breite orangefarbige 
Ringe abgegrenzt wurden. Im UV-Licht waren deutlich 6 Zonen zu 
unterscheiden. Eine siebente, weder bei Tageslicht noch im UV-Licht 
erkennbare Zone hatte sich unter dem untersten orangefarbigen Ring 
ausgebildet und konnte nur durch Elution der darin adsorbierten Stoffe 
nachgewiesen werden. Die entnommenen und mit einem Glasspatel auf- 
gelockerten einzelnen Zonen hatten im Licht der Quarzlampe z. TI. 
eine andere, aber deutlich voneinander verschiedene Farbung; nur die 
unterste Zone war auch hierbei ungefarbt. AuBer den zu oberst adsor- 
bierten Fettsiuren war es méglich, die darunter festgehaltenen Mono- 
und Diglyceride von den noch tiefer adsorbierten Triglyceriden dank 
der Unterschiedlichkeit ihrer Fluorescenz-Farben abzutrennen. Auch die 
Zone der Triglyceride wies noch zwei durch die Tiefe ihrer blauen 
Fluorescenz-Farbe unterscheidbare Bezirke auf. Dennoch befriedigte die 
Fluorescenz-Chromatographie der Triglyceride noch nicht restlos, da die 
Untersuchung eines willkiirlich geteilten, in gleicher Fluorescenz-Farbe 
aufleuchtenden Saulenbezirkes zeigte, daB darin Triglyceride verschie- 
denen Sattigungsgrades zonenweise tibereinander geschichtet waren. So 
kommt fiir die nihere Untersuchung der Triglyceride, die meistens in 
einer wenig spezifischen blauen Fluorescenz-Farbe aufleuchten, vorlaufig 
nur die willkiirliche Aufteilung der Adsorptionssaule in Betracht. Durch 
eine solche gelang es nachzuweisen, das héher ungesattigte Triglyceride 
starker adsorbiert werden als schwicher ungesattigte. Bei hoch unge- 
sattigten Glyceriden kam es, wie insbesondere der III. Versuch lehrte, 
infolge langerer Einwirkung des UV-Lichtes zu oxydativen Veranderun- 
gen, kenntlich an den abweichenden Kennzahlen. Um dies zu vermeiden, 
wird man zweckmaBig die Adsorptionsrohre beiderseits mit Stopfen ver- 
schlieBen und zur Verkiirzung des Aufenthaltes im UV-Licht die in 
verschiedener Farbe aufleuchtenden Zonen durch Striche am Adsorp- 
tionsrohr kennzeichnen, um ihre Trennung bei Tageslicht oder kiinst- 
lichem Licht vornehmen zu kénnen. Die Fluorescenz-Chromatographie 
des Perilladls gestattete auBerdem eine scharfe Abtrennung der schwerer 
als die Triglyceride adsorbierbaren Sterinester und der mit noch geringe- 
rer Adsorptionsaffinitaét ausgestatteten Wachse und Kohlenwasserstoffe, 
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die in diesem O] allerdings nur in kleinen Mengen vorkommen. Wie im 
IV. Versuch dargetan wird, erlaubt die Abgrenzung der Zonen unter der 
Quarzlampe auch die Untersuchung von durch Autoxydation veran- 
derten Fettsiuregemischen, die, mit gréBeren Mengen ausgefiihrt, wert- 
volle Einblicke in das Fettverderben bringen kénnten. 


Beschreibung der Versuche 


I. Adsorptionsversuch mit nicht vorbehandeltem PerillaGl. Ver- 
wendet wurde eine Lésung von etwa 18 g des aus dem Liebwerder Saatgut extra- 
hierten Perillaéls in 250 cem Benzin vom Siedebereich 50—70°. Das verwendete 
Aluminiumoxyd wog 277g; die Siule war 41 cm lang, Durchmesser 30 mm. 
Zum Durchtrinken der Saiule wurden etwa 200 ccm Benzin (50—70°) verwendet. 
Das Fluorescenz-Chromatogramm wurde mit 250 ccm des gleichen Benzins ent- 
wickelt. Nach dem Trockensaugen der Siule im Stickstoffstrom waren in dem 
beiderseits mit Watte und einem Korkstopfen verschlossenen Adsorptionsrohr 
im UV-Licht einer Analysenquarzlampe, Original Hanau, folgende 3 Zonen er- 
kennbar, zu denen noch die Filtrate als vierter Anteil hinzu kamen. Nach dem 
Herausnehmen hatte das aufgelockerte, mit Fettbestandteilen beladene Alu- 
miniumoxyd der einzelnen Zonen unter der Quarlampe teils ein anderes, von der 
dichten Lagerung in der Siiule abweichendes Aussehen (vgl. Tabelle 1). 


Tabelle 1 











— Zonenlinge Fluorescenzfarbe 
cm in der Saule | nach dem Auflockern 
I 7 blaiulich violett bliulichweiB 
II 6 schmutzig griin*) intensiv gelb 
III 28 tiefblau reinblau 
| 














*) Oben durch einen schmalen braunen Strich und unten durch einen gelb- 
lich-weiBen, bliulich fluorescierenden Strich scharf abgegrenzt und im oberen 
Drittel mit einem gelben und griinlich-braunen Strich durchsetzt. 


Die vereinigten schwach gelb gefirbten Filtrate fluorescierten im UV-Licht 
blaugriin und wiesen eine starke Opalescenz auf. 

Die in der Zone III adsorbierten Stoffe lieBen sich mit Aceton und Benzin 
(50—70°) eluieren; die der beiden oberen Zonen wurden mit warmem Athanol 
und warmem Benzin herausgelist, da sie von Aceton nur schwer aufgenommen 
wurden. In der Zone I wurden neben Monoglyceriden hauptsichlich Fettsiuren 
adsorbiert, die wir auch mit diesem Liésungsmittelgemisch nur teilweise eluieren 
konnten; trotz wiederholter Elution traten in dieser Zone immer wieder Fluores- 
cenzfarben auf. 

Alle 3 Eluate wurden alkohol- bzw. acetonfrei gewaschen und mit Natrium- 
sulfat getrocknet. Das Benzin wurde bei vermindertem Druck im Stickstoffstrom 
abdestilliert, der Riickstand in Benzin (25—35°) gelést und die Lésungen in 
kleine Erlenmeyerkélbchen iibergefiihrt. Nach dem Abblasen des Benzins im 
N-Strom wurde der Riickstand im Vakuumexsiccator iiber Paraffin und Phos- 
phorpentoxyd zur Gewichtskonstanz gebracht, ebenso das Filtrat. Die Kenn- 
zahlen der durch die Fluorescenz-Chromatographie abgetrennten Stoffe sowie 
deren Mengen enthalt Tabelle 2. 

Aus der durch die Elution insgesamt zuriickgewonnenen Substanzmenge 
(14,86 g gegeniiber 18 g) ist zu erkennen, daB ein betrichtlicher Anteil nicht aus 
dem Aluminiumoxyd herausgelést wurde. Den Hauptanteil des Substanzver- 
lustes von etwa 3 g bildeten wohl freie Fettsiuren. 
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Tabelle 2 











Zone NZ VZ oy JZ g Sbst. | Sterinreaktion 
I 110,9 207,4 96,5 179,4 0,26 
II 0,6 178,1 177,5 192,95 1,53 Spur 
Ill 0,2 192,4 192,2 208,1 4,76 
Filtrat 0,1 191,3 19],2 191,7 8,31 stark positiv 


























Bei der Bestimmung der Kennzahlen mu8te man besonders bei Zone I 
mit nur sehr geringen EKinwagen auskommen. Nach den Kennzahlen ist eine 
Aufteilung des Fettes in einzelne Komponenten gelungen. Besonders auffallend 
sind die NZ, die zeigen, daB die freien Fettsiuren im obersten Teil der Adsorp- 
tionssiule festgehalten werden, was schon zu wiederholten Malen festgestellt 
wurde* 12:13), Pa jedoch die NZ der aus Zone I eluierten Stoffe bedeutend 
niedriger ist als die der Gesamtfettsiuren des Perilladls (199,5), diirften in Zone I 
neben freien Fettsiiuren noch andere Stoffe, hauptsichlich Monoglyceride ad- 
sorbiert worden sein, worauf die Esterzah] hindeutet. Andererseits ist méglich, 
da8 durch Autoxydation verinderte ungesittigte Siuren beigemengt waren. 

Die Verseifungs- und Esterzahlen des in Zone III adsorbierten Fettes ent- 
sprechen denen eines neutralen Perilladls*); das gleiche gilt fiir die Olbestandteile 
des Filtrats. Dagegen fallen bei der Zone II die niedrige Verseifungs- und Ester- 
zahl auf, die der eines Diglycerides mit 2 ungesattigten Fettsiureresten der 
C,.-Reihe (181—183) nahe kommen, ja sogar etwas tiefer liegen. Bei Zone I 
kann wegen des hohen Fettsiureanteiles aus der VZ kein sicherer SchluB gezogen 
werden. . 

Aus der JZ geht hervor, daB stérker ungesiittigte Triglyceride (Zone ITI) 
noch adsorbiert wurden, wihrend solche mit niedrigerer JZ ins Filtrat gingen. 
Im Zusammenhange damit fillt auch die VZ von Zone III zum Filtrat. 

Aus dem Ausfall der Sterinprobe nach Liebermann-Burchard ergibt 
sich, daB die Sterine bei der Adsorption iiberraschenderweise fast restlos in das 
Filtrat gewandert sind. Somit kann es sich nur um Sterinester handeln, da freie 
Sterine erfahrungsgemaB oberhalb der Triglyceride adsorbiert werden"); freie 
Sterine konnten in Zone II, allerdings nur in Spuren, nachgewiesen werden. 

Ein klareres Bild iiber die Inhaltsstoffe der einzelnen Zonen wire durch 
die Bestimmung der OH-Z zu erhalten gewesen, auf die leider infolge der Klein- 
heit der Substanzmengen verzichtet werden muBte. Daher wurden in dem fol- 
genden IT. Versuch gréBere Olmengen verarbeitet, aus denen zugleich die freien 
Fettsiuren zum gréBten Teil vor der Adsorption abgetrennt wurden. 

II. Adsorptionsversuch mit dem von freien Fettsiuren weit- 
gehend befreiten Perillaél. Hier wurden rund 60 g urspriingliches Ol ver- 
wendet, das zuniichst in etwa 150 ccm Benzin (50—70°) gelést wurde. Zwecks 
Neutralisation der beigemengten freien Fettsiuren wurden die aus der NZ be- 
rechnete Menge alkoholischer Kaiilauge und 50 ccm Alkohol zugesetzt und im 
Schitteltrichter mit Wasser durchgeschiittelt. Nach dem Ablassen der Seifen- 
lésung wurde die Benzinschicht mit destilliertem Wasser griindlich ausgewaschen. 
Aus der stark emulgierten Seifenlésung konnte durch 6fteres Ausschiitteln mit 
Benzin noch etwas Ol abgetrennt werden, das mit der Hauptmenge vereinigt 
wurde. Dabei war nicht zu vermeiden, da durch hydrolytische Spaltung frei- 
gemachte Fettsiuren z.'Tl. wieder von der Benzinlésung aufgenommen wurden. 
Die schlieBlich 42,9 g enthaltende, mit Natriumsulfat getrocknete Benzinlésung 

12) R. Seidl, Dissertation Tetschen-Liebwerd 1941. 

183) H. P. Kaufmann u. O. Schmid%, Fette u. Seifen 47, 294 (1940). 

4) W. Trappe, Biochem. Z. 305. 150 (1940); 306, 316 (1940); 307, 97 
(1940). 
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betrug 650 ccm. Nach der Filtration durch eine gleich groBe mit Benzin durch- 
trinkte Aluminiumoxydsaule wie im I. Versuch waren in der Siule mit freiem 
Auge wieder 3 schmale orangefarbige Ringe zu sehen. Wiahrend des Entwickelns 
des Fluorescenz-Chromatogramms mit 500 ccm Benzin (50—70°) wanderten 
diese tiefer; sobald der unterste Farbring das Ende der Siaule erreicht hatte, 
wurde die Vorlage gewechselt; ein neuerlicher willkiirlicher Wechsel ergab schlieB- 
lich 3 Filtrate, die diesmal getrennt auf ihre Kennzahlen untersucht wurden. 
Das erste Filtrat, das die am leichtesten auswaschbaren Stoffe enthielt, wurde 
mit I bezeichnet, die beiden folgenden mit II und III. Nach dem Trockensaugen 
im Stickstoffstrom wurde die im UV-Licht durch farbige Striche gekennzeichnete 
Zone II in 2 Teile (IIa und IIb) unterteilt, was sich spiter auf Grund der Kenn- 
zahlen als sehr zweckmaBig erwies. Es ergab sich folgendes Fluorescenz- Chro- 
matogramm (Tabelle 3): 








Tabelle 3 
Sens Zonenlainge Fluorescenzfarbe 
‘ em in der Siule | nach dem Auflockern 
I 2 blaulichviolett bliulichweif 
Ila 1,5 schmutzig griin*) intensiv gelb 
IIb 14 schmutzig griin**) intensiv gelb 
Ill 24 tiefblau reinblau 























*) Oben durch einen schmalen gelben, nichtleuchtenden Strich und unten 
durch einen braunen und einen gelben Strich, die unmittelbar iibereinander 
lagen, scharf abgegrenzt. 

**) Unten durch einen intensiv aufleuchtenden gelben, blau fluorescierenden 
schmalen Ring begrenzt. 


Die in den einzelnen vier Zonen adsorbierten Substanzen wurden mit war- 
mem alkoholhaltigem Benzin eluiert, bis im UV-Licht keine Fluorescenz-Farbe 
mehr festzustellen war. Nur die Stoffe der obersten Zone waren mit dem verwen- 
deten Lésungsmittelgemisch wieder nicht restlos eluierbar. Die Inhaltsstoffe der 
vier Zonen und der drei Filtrate wurden zur Gewichtskonstanz gebracht und 
ergaben die in Tabelle 4 zusammengestellten Kennzahlen; sie zeigen eine bessere 
Trennung der Olbestandteile als im I. Versuch. 


Tabelle 4 











on vr rr Ester- ,; r g Sterin- 
Zone NZ V2 zahl OH-Z| JZ Substanz}| reaktion 
I 46,3 | 202,7 156,4 189,6 | 139,1 0527 
Ila 3,5 |165,7| 162,2 | 136,9| 184,7 0,43 Spur 
IIb 0,6 | 183.5 182,9 98,6 | 187,7 3,47 Spur 
Iil 0,5 | 187,8 187,3 66,3 | 204,2 4,33 
Filtrat ITT 196,3 4,7 | 203,1 2,40 
Filtrat II 193,6 5,7} 198,3| 25,93 Spur 
Filtrat J 175,6 28,1} 159,1 0,82 |stark positiv 
































Die hohe NZ der aus Zone I eluierten Substanz zeigt an, daB die Abtrennung 
der freien Fettsiuren durch die Vorbehandlung nicht vollkommen gegliickt war. 
Die in dieser Zone zuriickgehaltenen Fettsiiuren beeintrichtigen die Esterzahl, 
OH-Z und JZ. Diese Konstanten deuten aber auf eine starke Anreicherung an 
Monoglyceriden in der Zone I hin. Die ermittelte Esterzahl (156,4) liegt der 
theoretischen sehr nahe, die sich fiir ein Monoolein mit 157,4, fiir ein Monolinolein 
mit 158,3 und fiir ein Monolinolenin mit 159,2 berechnen laBt. Die theoretische 
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OH-Z fiir ein Monoglycerid mit Linolsiure betrigt 316. Von dieser Zahl weicht 
die gefundene (189,6) allerdings bedeutend ab. Rechnet man aber auf Grund 
der NZ die beigemengten freien Fettsiuren ab, so erhéht sie sich zwar auf etwa 
233, weicht aber noch immer vom theoretischen Wert erheblich ab. Die gefundene 
JZ steht mit der Anreicherung von Monoglyceriden und freien Fettsiuren in 
Zone I nicht im Widerspruch. 

Die Kennzahlen der Zone Ila lassen erkennen, daB es sich hier im wesent- 
lichen um ein Gemisch von Mono- und Diglyceriden lkandelt. Die fiir ein Di- 
glycerid der Linolsiure berechnete Esterzahl liegt bei 182, die berechnete OH-Z 
bei 91; die gefundenen Werte liegen zwischen den fiir Mono- und Diglyceride 
berechneten Zahlen. Auch die JZ liegt in dem méglichen Bereich. 

Die Konstanten der Zone IIb sprechen dafiir, daB in diesem Bezirk fast 
reine Diglyceride adsorbiert wurden. Die VZ bzw. die Esterzahl stimmt mit 
der berechneten — 182 — recht gut iiberein; nur die OH-Z liegt etwas héher. 
Die erhaltene dunkelbraune Firbung’des Reaktionsgemisches bei der OH-Z- 
Bestimmung nach der Pyridin-Methode und die damit verbundene schwere Er- 
kennbarkeit des Farbumschlages konnten kleine Titrationsfehler zur Folge haben, 
die sich auf die OH-Z schon beachtlich auswirken; dazu kommt, daB auch die 
Einwagen wegen Materialmangels nur sehr niedrig gehalten werden muBten. 
Die ermittelte JZ liegt in dem fiir ein reines Diglycerid erwarteten Bereich 
(165—206). Freie Sterine waren in Ila und IJ b wieder nur in Spuren nachweisbar. 

Bei den Kennzahlen der Zone III fillt in erster Linie die OH-Z auf, aus der 
man schlieBen kénnte, daB dieser noch Diglyceride beigemengt waren; dafiir 
sprechen auch die VZ und die Esterzahl, die fiir reine Triglyceride bei etwa 192 
bis 193. liegen. Die gefundene JZ liegt um 1,7 Einheiten héher als die fiir ein 
Dilinoleo-linolenin mit 202,5 berechnete. MitRiicksicht darauf, daB die Zone ITI 
sehr wahrscheinlich noch einen weniger ungesittigten Diglyceridanteil als Zone 
IIb enthielt, kénnte hier auch ein Linoleo-dilinolenin (ber. JZ 232) beigemengt 
sein. 

Bei den Filtraten III und II handelt es sich auf Grund der Kennzahlen 
zweifellos um Triglyceride. Aus den JZ kann man wiederum schlieBen, daB héher 
ungesittigte Triglyceride stirker adsorbiert werden. Die Hauptmenge des: adsor- 
bierten Oles war in das Filtrat II iibergegangen. Seine VZ liegt der fiir ein Dili- 
noieo-linolenin — 192 — nahe. Die kleine “Erhéhung des gefundenen Wertes 
kénnte auf eine unbedeutende Oxydation des Fettes schlieBen lassen, fiir die 
auch die OH-Z spricht. 

Die fiir Filtrat I ermittelten Kennzahlen deuten auf ein Gemisch hin, das 
weiter aufzuteilen erst bei der folgenden Adsorptionsreihe gelang. In diesem 
zuerst aufgefangenen Filtrat war die Hauptmenge der Sterinester enthalten 
eine Spur davon ist in das Filtrat II gelangt. 


III. Adsorptionsversuch mit véllig entsiuertem Perillaél. Um 
einen tieferen Einblick in die Zusammensetzung des Oles bzw. die Leistungs- 
fiihigkeit der Fluorescenz- Chromatographie zu gewinnen, wurde die restliche 
Menge des extrahierteh Oles einer noch vollstandigeren Adsorption an Aluminium- 
oxyd unterworfen. Es sollten dabei die gesamte Substanz im Adsorptionsrohr 
festgehalten und Filtrate vermieden werden. AuBerdem sollte dieser Versuch 
iiber die Lagerung der hochungesittigten Triglyceride im Adsorptionsrohr Auf- 
schluB geben. Zur Erreichung dieses Zieles waren 7 Aluminiumoxyd-Saulen er- 
forderlich. Das Filtrat der ersten Siiule wurde durch eine zweite Siule geschickt 
usw., bis die gesamte Substanz einschlieBlich der am schwichsten haftenden 
Stoffe festgehalten waren. Dieser Versuch konnte erst 7 Monate nach dem vor- 
besprochenen ausgefiihrt werden; in der Zwischenzeit war die JZ des unter Stick- 
stoff im Dunkeln aufbewahrten Oles von 202,1 auf 198,1 gesunken und die NZ 
von 27,1 auf 27,3 gestiegen. 

Die Entsiuerung des Perillaéls wurde bei diesem Versuch sehr griindlich 
in 2 Arbeitsprozessen ausgefiihrt. Zuerst wurden die noch verfiigbaren rund 
80 g Ol mit Benzin auf das doppelte Volumen verdiinnt und durch eine 20 em 
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hohe Aluminiumoxydsiule von 30 mm Durchmesser (142 g Al,O,) filtriert, um 
die gesamten freien Fettsiuren an das Adsorptionsmittel zu binden. Dabei wurde 
noch ein betrachtlicher Teil des Oles vom Adsorbens zuriic kgehalten, der durch 
wiederholtes Nachwaschen mit Benzin und Elution mit alkoholhaltigem Benzin 
wiedergewonnen wurde. Besonders muBte beachtet werden, die im Adsorptions- 
mittel verbliebenen Mono- und Diglyceride zurickzugewinnen, um sie mit der 
Hauptmenge des entsiuerten Oles wieder zu vereinigen. Zu diesem Zwecke 
wurden beim Nachwaschen mit 300 ccm Benzin zunichst 4 Filtrate aufgefangen. 
Die beiden ersten waren vollig neutral. Die folgenden zeigten mit n/50-alkoholi- 
scher Kalilauge einen geringen Laugenverbrauch. AnschlieBend wurde die Alu- 
miniumoxydsiule mit Aceton und dann abwechselnd mit warmem Alkohol und 
warmem Benzin ausgelaugt. Die Eluate wurden mit den beiden schwach sauren 
Filtraten vereinigt und mit alkoholischer Kalilauge neutralisiert. Nach dem 
Zusatz von destilliertem Wasser wurde gut durchgeschiittelt und die Seifenlésung 
abgetrennt. Die Benzinlésung des Fettes wurde bis zur neutralen Reaktion des 
Waschwassers ausgewaschen. 

Die erhaltene siurefreie Benzinlésung des Oles wurde nach dem Trocknen 
mit Natriumsulfat und Einengen auf 650 ccm durch 7 Adsorptionssiulen ge- 
schickt. Die erste Siiule konnte unter der Quarzlampe in die Zonen I, II/1, II/2 
(Mono- und Diglyceride) und die Zone Ila (Triglyceride) zerteilt werden. Das 
erhaltene Filtrat wurde stark eingeengt und durch eine 2. Aluminiumoxydsiule 
geschickt. Dabei konnte im UV-Licht nur eine einheitliche Substanz (Zone IIIa) 
abgetrennt werden. Auch die 3. Siule zeigte die gleiche einheitliche tiefblaue 
Fluorescenz-Farbe der Zone IIJa. An der 4. Siule waren 2 verschiedene Fluores- 
cenz-Farben sichtbar. Der Hauptteil, fast 40 cm der Adsorptionssiule, fluores- 
cierte wieder tiefblau, wurde aber als Zone IIIb (Triglyceride) willkirlich ab- 
getrennt und gesondert untersucht. Der untere Teil des Fluorescenz-Chromato- 
gramms war gezackt und fluorescierte graugriin schillernd. Er wurde mit alkohol- 
haltigem Benzin eluiert, das Eluat alkoholfrei gewaschen und die Benzinlésung 
mit Natriumsulfat getrocknet. Sie wurde gemeinsam mit dem erhaltenen Filtrat 
eingeengt und durch die 5. Aluminiumoxydsaule filtriert. Nach dem Entwickeln 
mit Benzin und Trockensaugen im Stickstoffstrom waren unter der Quarzlampe 
2 Fluorescenzfarben zu erkennen. Die obersten 10cm fluorescierten tiefblau 
(Zone IIIb), der untere Teil hellblau (II1c = Triglyceride). Bei wiederholter 
Betrachtung des Chromatogramms wihrend des Entwickelns im UV-Licht konnte 
festgestellt werden, daB die Zone IIIb nach der Erreichung einer bestimmten 
Liinge nicht mehr tiefer wanderte. Aus einer 6. Aluminiumoxydsiule gelang es, 
in analoger Weise noch einen zur Zone IIIc gehérigen Anteil und daneben eine 
graugriin fluorescierende, stark schillernde Zone abzutrennen. Deren Inhalts- 
stoffe wurden eluiert und gemeinsam mit dem zuletzt erhaltenen Filtrat in einer 
7. Siule adsorbiert, in der alle restlichen Fettbestandteile festgehalten wurden. 
Unter der Quarzlampe leuchtete die letzte Siule in 2 Farben auf. Oben war eine 
hellblaue (IIIc), darunter eine besonders stark schillernde, gelblich-silbergrau 
fluorescierende Zone (IV = Sterinester) gelagert. Unter dieser Sterinesterzone 
wurden aber noch weitere Rohfett-Bestandteile adsorbiert, die keine Fluorescenz- 
Farben zeigten und als Wachse und Kohlenwasserstoffe erkannt wurden. Somit 
ergab sich bei diesem Adsorptionsversuch das folgende Fluorescenz-Chromato- 
gramm (Tabelle 5). 

Nach den in Tabelle 7 (S. 114) zusammengestellten Kennzahlen miissen ein- 
zelne der eluierten Stoffe einer teilweisen Oxydation anheimgefallen sein, denn 
sie zeigten trotz Vakuum und LichtabschluB nach wenigen Wochen andere Kenn- 
zahlen als vordem und eine Verinderung ihrer Konsistenz. Daran kénnen die 
wiederholte Adsorption an das oberflichenaktive Aluminiumoxyd und die Ein- 
wirkung des unter der Quarzlampe aufgetretenen Ozons beteiligt sein. 

Als Beweis fiir die rasche Autoxydation sind in Tabelle 6 einige charak- 
teristische Kennzahlen angefiihrt, die an den gleichen Triglyceriden im Intervall 
von 9—10 Wochen bestimmt wurden; die ¢fter adsorbierten Triglyceride (IIIb 
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und IIIc) ergaben innerhalb der ersten 3 Wochen einen nur geringen, im Verlauf 
der folgenden 6 Wochen dagegen einen ganz bedeutenden Anstieg der NZ. Die 
VZ nahmen schon in den ersten 3 Wochen betrachtlich zu und.stiegen weiterhin 
an. Schon der Anfangswert der VZ bei Zone IIIb lag um 2,6 Einheiten hoher als 
bei der willkiirlich abgetrennten Zone IIIa. Ein ahnliches Ansteigen der VZ 
haben auch Glimm und Seeger") bei kiinstlich autoxydierten Fetten be- 
schrieben; sie konnten die itiber mehrere Jahre sich erstreckenden Autoxydations- 
vorginge durch Belichtung mit Osram-Krypton-Pilzlampen wesentlich beschleu- 
nigen. 


Tabelle 5 














Saas Zonenlinge Fluorescenzfarbe 
em in der Saule | nach dem Auflockern 
17 blaulichviolett blaulichweiB 
II/1 14,5 schmutzig griin intensiv gelb 
II/2 4,5 gelblich-hellblau*) sehr schwach bliulichweif 
. stark aufleuchtend 
Iida 79 tiefblau reinblau 
IIIb 50 tiefblau reinblau 
Tile , 80 hellblau hellblau 
IV 15 gelblich-silbergrau, stark schillernd, hell 
stark schillernd bliulich-griin 
V. farblos farblos 




















*) Stark fluorescierend, oben durch einen gelben Strich und unten durch 
einen stark hellblaulich fluorescierenden Strich begrenzt. 


Tabelle 6 























NZ | VZ | OH-Z JZ 
Zone zu nach 23] nach 9 zu nach 23] nach 9 zu nach 10 zu nach 9 
Beginn | Tagen |Wochen | Beginn | Tagen |Woehen | Beginn |Wochen | Beginn |Wochen 
Illa 0,2 0,4 0,7 | 191,9 | 192,5 194,3 | 42,1 | 42,5 | 198,9 | 188,9 
IIIb | 0,0 1,0 9,7 | 194,5 | 212,5 | 229,2 | 43,2 | 96,8 | 196,8 | 123,1 
IIIc | 0,0 1,3 1,2 | 192,9 225,6 | 45,4 | 91,9 | 188,3 | 119,0 




















Hydroxylzahlen waren in den Triglyceriden der Zonen I11a—IIIc unmittel- 
bar nach der Adsorption nicht oder nur in geringem Mae zu erwarten. Die 
gefundenen verhiltnismaiBig hohen OH-Z sprechen fiir eine rasch einsetzende 
oxydative Verinderung der drei Triglycerid- Anteile. Besonders auffallend ist das 
Anwachsen dieser Kennzahlen bei Zone I11b und IIIc auf mehr als das Doppelte 
nach 10 Wochen. 

Die JZ fallen bei autoxydativen Vorgiingen ab; schon die kurz nach der 
Adsorption bestimmten JZ zeigen etwas tiefere Werte. Die JZ kann sogar nach 
Erreichung eines fiir jiedes Fett charakteristischen Peroxydmaximums der RhZ 
gleich werden"*), so daB in solechen Fetten dann keine Fettsiuren mit mehreren 
Doppelbindungen enthalten sein kénnen. 

Schon auBerlich waren nach 9 bis 10 Wochen trotz Lagerung im Vakuum 
die Autoxydation und wahrscheinlich auch die Polymerisation der eluierten 
Glyceride zu erkennen. Das traf insbesondere fiir die Triglyceride der Zonen IIIb 
und IIIc zu, die wesentliche Verinderungen in ihrer Konsistenz erkennen lieBen. 
Die Olfraktionen zeigten eine Filmbildung an der Oberflache und die darunter 


15) EK. Glimm u- E. Seeger, Fette u. Seifen 48, 322 (1941). 
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liegenden Schichten waren zih geworden. Auch die aus der Zone I{/2 isolierte 
Substanz hatte ihr Aussehen in der genannten Art besonders stark verandert. 
Dagegen zeigten die aus der Zone IIIa erhaltenen Triglyceride, dic im adsorbier- 
ten Zustand nur kurze Zeit dem UV-Licht ausgesetzt waren und zum allergréBten 
Teil auch ohne Quarzlampe abgetrennt werden konnten, keine derartigen Ver- 
iinderungen, sie blieben diinnfliissig. Auch die Kennzahlen deuteten auf eine 
nur geringfiigige Autoxydation hin. Desgleichen hatten sich die Substanzen aus 
den Zonen IV und V auBerlich nicht verindert. 

Es ist bekannt, daB Ole bei langerer Lagerung unter dem Einflu8 von Licht 
und Luft ihre Konsistenz verindern'*); bei trocknenden und halbtrocknenden 
Olen kommt es dabei zu einer Filmbildung. Die hier am Perillaél beobachteten, 
verhaltnismaBig rasch eingetretenen Veranderungen einiger unter Licht- und 
Luftabschlu8 aufbewahrten Olpartien kénnen jedoch nur mit der Art ihrer Ab- 
trennung erklirt werden. Besonders starke Verinderungen traten bei jenen 
Olanteilen auf, die unter der Quarzlampe abgetrennt wurden und dabei der Ein- 
wirkung von UV-Strahlen in der durch den Quecksilberlichtbogen ozonisierten 
Luft ausgesetzt waren; ferner auch bei denen, die einer 6fter wiederholten Ad- 
sorption und Betrachtung im UV-Licht unterworfen wurden. 

DaB trocknende Ole durch Einwirkung von UV-Licht eine Beschleunigung 
des Trocknungsprozesses erfahren kénnen, zeigte Genthe!’) am Leindél; zu 
diesem Zwecke fiihrte er allerdings Bestrahlungen von lingerer Dauer in Uviol- 
GlasgefiBen aus. Nach Horio!’) sind insbesondere jene Wellenlingen des UV- 
Lichtes wirksam, die von dem Fett oder seinen Fettsiuren absorbiert werden. 
Da es sich bei den aus einzelnen Perillaél-Zonen gewonnenen Fettpartien aber 
nur um eine wenige Minuten andauernde Strahlungseinwirkung handelte, kénnte 
man in erster Linie an eine lose Ozon- oder Sauerstoffanlagerung an die Doppel- 
bindungen des an groBen Grenzflichen ausgebreiteten Fettes denken, die allméh- 
lich zu einer Peroxydbildung fiihrt und weiterhin unter dem EinfluB gewisser 
Katalysatoren, zu denen auch die in dem Ol gelésten Carotinoide zihlen kénn- 
ten !%), beschleunigt wird. Daneben kénnte eine Autoxydation hoch ungesattigter 
Glyceride auch noch durch Grenzflichenreaktionen eingetreten sein; eine solche 
konnte auch Trappe?) bei Adsorptionsversuchen mit Gesamtlipoid- Extrakten 
aus biologischem Material beobachten. Im vorliegenden Fall diirfte wohl beides, 
der letztere Faktor jedoch nur in untergeordnetem MaBe, die Autoxydation und 
Polymerisation ausgelést haben. 

Die in den Zonen I und II/1 adsorbierten Stoffe waren mit alkoholhaltigem 
Benzin nur schwer eluierbar, die der folgenden Zonen dagegen sehr leicht. An- 
gaben iiber Konsistenz und Farbe sowie die Kennzahlen der durch Fluorescenz- 
Chromatographie abgetrennten und eluierten Fettbestandteile bringt Tabelle 7. 
Bei der Bewertung der Kennzahlen ist zu beriicksichtigen, daB zwischen der 
Aufarbeitung der 7 Teiladsorptionen und der Bestimmung der Kennzahlen, die 
bereits eingeleitete Autoxydation in unerwiinschter Weise fortschreiten konnte. 
Darauf sind u. E. auch die OH-Z in den Eluaten aus den Zonen IIIa bis IIIc, 
einzelne zu hoch gefundene VZ sowie die teilweise zu niedrigen Werte fiir die 
Gesamtfettsiuren zuriickzufiihren. Auffallend und fiir eine Autoxydation spre- 
chend war die, nach Erreichen der Gewichtskonstanz aufgetretene Gewichts- 
zunahme der im Vakuum und im Dunkeln aufbewahrten Olanteile. 

Die Zone I enthielt auf Grund der Konstanten offenbar ein Gemisch von 
Mono- und Diglyceriden. Dahin weisen die OH-Z, VZ, Esterzahl, JZ und RhZ. 
Die Menge der Gesamtfettsiuren (78,5%) liegt der fiir reine Monoglyceride der 
ungesittigten Siuren mit 79% berechneten sehr nahe. Beriicksichtigt man aber 
die 3% der unverseifbaren Bestandteile, die wohl gréBtenteils auf autoxydativ 


16) K. Taiufel u. H. Heinisch, Fette u. Seifen 47, 201 (1940). 

17) A. Genthe, Angew. Chem. 19, 2087 (1906). 

18) H. Horio, Mem. Coll. Engng. Kyoto Imp. Univ. 8, 8 (1934). 
19) W. Franke, Liebigs Ann. Chem. 498, 129 (1932). 
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entstandene Umwandlungsprodukte zuriickzufiihren sind, so spricht auch der 
Prozentgehalt an Gesamtfettsiuren nicht gegen eine Beimengung von Diglyce- 
riden. Bei der Beurteilung der Kennzahlen wire auBerdem zu beriicksichtigen, 
da8 Monoglyceride nur sehr begrenzt haltbar sind?°). Bei den ersten beiden 
Adsorptionsversuchen waren die in Spuren nachweisbaren freien Sterine den 
Diglyceriden beigemengt und erst in der zweiten Zone nachweisbar, wihrend 
sie sich diesmal, offenbar im Zusammenhang mit der Beimengung von Diglyceri- 
den schon in der obersten, aber auch in der folgenden zweiten Zone spurenweise 
feststellen lieBen. 

Zone II/1 enthalt auf Grund der Kennzahlen ziemlich reine Diglyceride. 
Nur die VZ liegt etwas zu hoch und der prozentische Anteil der Gesamtfettsauren 
zu niedrig. Die erwarteten Diglyceride sollten nach Berechnung etwa 90—91% 
Gesamtfettsiuren gegeniiber der gefundenen Menge von 84,7% enthalten. Die 
mit 1,5% bestimmten unverseifbaren Bestandteile enthielten nur Spuren freier 
Sterine. 

Bei der Zone II/2 handelt es sich um ein Gemisch von niedriger ungesittigten 
Diglyceriden als in Zone II/1 mit hochungesittigten Triglyceriden (s. Rh-Z!). 
Dafiir spricht auch die Menge der Gesamtfettsiuren. Besonders auffallig ist die 
hohe VZ, die vielleicht auf Autoxydation zuriickzufiihren ist. Auffillig war die 
hell-leuchtende Fluorescenzfarbe dieser Substanz im adsorbierten Zustand, die 
auf eine weitere unbekannte Beimengung schlieBen lait. Eine nihere Unter- 
suchung lieB die geringe Substanzmenge nicht zu. ‘ 

Die Zonen IIIa bis IIIc enthielten Triglyceride, die, wie die OH-Z zeigen, 
schon eine oxydative Verinderung erfahren haben muBten. Wihrend die VZ 
bei IIIa und IIIc als noch normal bezeichnet werden kann, liegt sie bei der da- 
zwischen liegenden Zone iiber Erwarten hoch. Die JZ und RhZ zeigen bei Zone 
IIIa die héchsten Werte, die fiir eine Anreicherung besonders hoch ungesittigter 
Triglyceride in diesem Adsorptionsbezirk sprechen. Dagegen fallen die JZ und 
RhZ in den beiden folgenden Zonen IIIb und IIIc betrichtlich ab. Zone IIIb 
enthailt demnach weniger ungesittigte Triglyceride als IIIa und aus der durch 
ihre hellblaue Fluorescenz-Farbe unterschiedlichen Zone IIIc konnten noch 
schwiicher ungesittigte Triglyceride eluiert werden. Das geht noch deutlicher 
aus der berechneten Fettzusammensetzung hervor, iiber die weiter unten berichtet 
wird. Die Tabelle 7 zeigt ferner, daB alle 3 Triglyceridzonen etwa gleiche Anteile 
an gesittigten Fettsiuren enthalten, die fiir die Zonen I]]a und IIIc nach Ber- 
tram bestimmt wurden. 

Zone LV enthialt sehr wahrscheinlich Sterinester, denen offenbar noch kleine 
Mengen Triglyceride beigemengt waren. Da nach unseren Erfahrungen Sterine 
oberhalb der Triglyceride adsorbiert werden, diirften die deutlichen Sterin- 
reaktionen der unverseiften Inhaltsstoffe der Zone IV auf veresterte, nicht auf 
freie Sterine zuriickzufiihren sein. Ahnliche Beobachtungen iiber die Lagerung 
von freien Sterinen und deren Estern beschreibt auch Trappe'’). 
~ Die unterste Zone V, die iiberhaupt keine Fluorescenz-Farbe aufwies, ent- 
hielt ein Gemisch von Wachsen und Kohlenwasserstoffen. Die daraus durch Ver- 
seifung isolierte Fettsaiure ergab ein durch Titration bestimmtes Mol.-Gew. von 
368,8, das dem einer Tetrakosansiure (ber. 368,4) entspricht. Aus der alkalischen 
Lésung des Verseifungsproduktes konnte ein Gemisch von Kohlenwasserstoffen 
und einer zweiten Substanz isoliert werden, die vermutlich ein hochmolekularer 
Wachsalkohol ist. Das nach Kochen mit Essigsiureanhydrid aus dem Gemisch 
isolierte Paraffin schmolz nach einmaligem Umkristallisieren aus Alkohol bei 
64—64,5°. Nach dem scharfen Schmelzpunkt handelt es sich um ein einheitliches 
Paraffin (vielleicht Hentriakontan, Schmp. 67°), das wiederholt in Pflanzensamen 
aufgefunden wurde. Wegen der zu geringen Menge war seine Reinigung nicht 
moglich. 

20) A. Griin, Analyse der Fette und Wachse sowie der Erzeugnisse der Fett- 
industrie, 1. Bd., S. 252, Berlin 1925. 
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Errechnet man aus dem fiir die Glyceride der Zonen IIIa bis IIIc bestimm- 
ten Kennzahlen nach Kaufmann*') die Zusammensetzung der Olbestandteile, 
so erhilt man die Zahlen der Tabelle 8. Der berechnete Linolsaiureanteil diirfte 
zwar etwas zu tief und der Olsiure- und Linolensaureanteil ein wenig zu hoch 
angezeigt werden. Nach unserer friiheren Mitteilung tber das Perillaél erhilt 
man richtigere Werte, wenn die Glyceridzusammensetzung aus den Konstanten 
der freien Fettsiuren berechnet wird; doch gibt die aus den Kennzahlen der 
abgetrennten Triglyceride berechnete Zahlenreihe der Tabelle 8 immerhin wert- 
volle Aufschliisse. Die Menge der gesittigten Siuren bei III[b wurde mit 6,6 als 
Mittelwert aus IIIa und IIIc angenommen; auch fiir das Unverseifbare wurde 
der Mittelwert fiir die Berechnung verwendet. 


Tabelle 8 














Zone IIIa | Zone IIIb | Zone IIIc 
Linolensiure. . . . ... . 47,5 41,9 - 38,1 
famoisiure., 2. . 2. kw kt ls 36,0 45,0 43,1 
Olsiure. . tape eer oaay oer 5,0 - 1,6 1,3 
Gesiattigte Siuren ee ee ee 6,5 6,6 6,8 
Glycerinrest . . 2. . . 1... 4,4 4,5 4,4 
Unverseifbares . . . .... 0,6 0,4 0,3 














Aus Tabelle 8 ist deutlich die Reihung der Triglyceride bei der Adsorption 
des Perillaéls zu erkennen. Die héher ungesittigten Triglyceride werden dem- 
nach stirker adsorbiert als die weniger stark ungesittigten. Diese Feststellung 
deckt sich mit den Erfahrungen von Walker und Mills?*) bei Adsorptions- 
trennungen an Leindl. 

IV. Adsorptionsversuch mit den aus dem Perillaél abgetrennten 
Fettsauren. Um einen orientierenden Einblick in die hydrolytisch abgespalte- 
nen freien und z. Tl. oxydierten Fettsiuren zu gewinnen, die die hohe NZ unseres 
Perillaéls verursachten, wurden die vor dem zweiten Adsorptionsversuch mit 
Lauge als Alkalisalze abgetrennten und nach Ansiuern mit 2-n. Schwefelsaure in 
Benzin aufgenommenen freien Fettsiuren ebenfalls einer Fluorescenz-Chromato- 
graphie unterworfen. Wihrend des EinflieBens der trockenen Benzinlésung in 
eine Aluminiumoxydsiule von 30 mm Durchmesser waren bei Tageslicht drei 
schwache, wahrscheinlich durch beigemengte Carotinoide verursachte, gelb bis 
orange gefirbte Striche erkennbar. Nach dem Entwickeln des Fluorescenz- 
Chromatogramms mit Benzin und Trockensaugen im Stickstoffstrom lieBen sich 
unter der Quarzlampe folgende Zonen erkennen (Tabelle 9): 

Um eine noch weitergehende Aufteilung zu erzielen, wurde die Zone III mit 
je einem Teil der unmittelbar angrenzenden Zonen Ilb und IV mit alkohol- 
haltigem Benzin eluiert und in einem bedeutend engeren Rohr von 15 mm Durch- 
messer noch einmal adsorbiert. Im UY-Licht lieBen sich die in Tabelle 10 ange- 
fiihrten Fluorescenz-Farben erkennen. 

Die aus dem Rohr genommenen Teilstiicke der Adsorptionssaule fluores- 
cierten nach der Auflockerung in folgenden Farben: Zone Ia und Ib weiBgrau, 
IIa weiBgrau mit schwachem Hellviolett, I[b wei8grau mit dunklerem Hell- 
violett, III/1 und III/2 weiBgrau, IiI/3 intensiv gelb, III/4 und IV reinblau. 

Aus den Zonen [a und Ib wurden die Inhaltsstoffe gemeinsam eluiert, da 
sie fiir eine getrennte Untersuchung nicht ausgereicht haitten; sie werden im 
folgenden mit I bezeichnet. Ebenso wurden auch die zusammengehérigen Zonen 
III/4 und IV gemeingam eluiert und die Eluate mit den Filtraten der beiden 
Adsorptionen vereinigt. 


21) H.P. Kaufmann u. W.O. Schubert, Fette u. Seifen 48, 657 (1941). 
22) E. T. Walker u. M. R. Mills, J. Soc. chem. Ind. 61, 125 (1942). 
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| Tabelle 9 
4 r Zonenlange 
h Zone vais Fluorescenz-Farbe 
5 Ta 1 hellblau 
4 Ib 3 blaugrau, von den beiden anderen Zonen durch je 
c einen hellblauen Strich abgegrenzt 
P Ila 8,5 schmutzig hellviolett, unten durch einen hellgrauen 
: Strich begrenzt 
IIb 6 schmutzig hellviolett 
III 5 graugriin, an beiden Enden durch schillernde Striche 
begrenzt 
IV 17,5 tiefblau 
Tabelle 10 

Zone —— Fluorescenz-Farbe 

IiL/1 0,8 hellblau, nach unten durch einen gelben Trennstrich 
| begrenzt 

TIT/2 20 seesandfarben (weiBgrau) 
n IIL/3 5,5 schmutzig gelb 
i III/4 3 tiefblau 
g 
; Die in den Zonen J, Ila und IIb enthaltenen Substanzen waren mit alkohol- 
; haltigem Benzin nur sehr schwer eluierbar; im UV-Licht leuchtete das wiederholt 
. ausgelaugte Aluminiumoxyd immer wieder auf. Die Stoffe der folgenden Zonen 
lieBen sich dagegen leichter eluieren. Die Mengenverhiltnisse sowie die Kenn- 
t zahlen der zur Gewichtskonstanz gebrachten Stoffe zeigt Tabelle 11 auf. 


Tabelle 11 








; Zone NZ VZ OH-Z JZ g Substanz 

: I 105,0 91,5 176,5 0,83 

. IIa 143,6 5,2 205,7 0,85 
IIb 143,6 0,3 193,4 URy iP 

‘ I1I/1 18,3 154,2 0,19 

‘ I11/2 1,9 30,0 183,3 1,10 

a IIT/3 0,0 64,7 175,8 0,84 

a IV 2,4 191,6 43,6 196,1 4,70 


























a Daraus ist ersichtlich, daB Zone IV und die Filtrate noch Neutralfett ent- 
f hielten, das bei der Abtrennung der freien Fettsiuren mit in die Seifenschicht 
z gelangt war; dafiir spricht neben den ermittelten Kennzahlen auch die Fluores- 
cenz-Farbe. 


u Die verhaltnismaBig niedrigen NZ der Zonen I, Ila und IIb diirften auf 
n Polymerisationsvorginge bei den freien Fettsiuren zuriickzufiihren sein. Zone I 
1 kénnte auf Grund der OH-Z oxydierte Fettsauren, vielleicht auch noch Mono- 
” und Diglyceride enthalten. Bei den Zonen IIJ/1 bis I1I/3 kénnte es sich um 


oxydativ veranderte Spaltstiicke von hoch ungesittigten Fettsiuren handeln. 
Eine weitere Untersuchung dieser Stoffe war in dieser Arbeit weder geplant, 
noch hatten ihre Mengen dazu ausgereicht. 
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Antigene und Krebs (VIII)') 
Von 
F. Micheel und H. Emde 
Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitit Miinster (Westf.) 


(Der Schriftleitung zugégangen am 12. Januar 1945) 


Es soll im folgenden einerseits iiber neuere Versuche der Unter- 
bindung des Auftretens von Benzpyrentumoren durch Erzeugung einer 
Entziindung und Infektion und andererseits iiber weitere Versuche an 
Mausen des dilute-brown-Stammes berichtet werden. Wir geben diese 
Ergebnisse schon jetzt bekannt, da uns wiederum infolge der Kriegs- 
ereignisse der gr6Bere Teil unserer zahlreichen Versuchsreihen, darunter 
auch die des dilute-brown-Stammes, verloren.gingen. Unter den gegen- 
wartigen Verhaltnissen ist ein Ersatz der Reinzuchttiere nur schwer 
méglich. 

Die in der VI. Mitteilung ?) veréffentlichte Feststellung, daB ein 
entfernt vom Benzpyrendepot durch Veratzen mit konz. Schwefelsdiure 
hervorgerufener entziindlicher Proze8 das Auftreten von Benzpyren- 
tumoren in weitgehendem Mafe zu verhindern mag, ist Gegenstand 
weiterer Untersuchungen gewesen. Versuchsreihen an dilute-brown- 
Mausen, die insbesondere auch die Frage klaren sollten, ob der Effekt 
der Veratzung auf die Bildung von kérperfremden EiweiBumwandlungs- 
produkten zuriickzufihren ist, die als Antigene wirken, oder ob, ahnlich 
wie in der IV. Mitteilung *) beschrieben, auf der Veratzungsstelle ange- 
siedelte Bakterien Antigene an die Tiere abgeben, sind aus den ange- 
gebenen Griinden vorzeitig verloren gegangen. Das gleiche Schicksal 
teilten mehrere Versuchsreihen von dilute-brown-Mausen, in denen wir 
die anticancerogene Wirkung der friiher *) beschriebenen synthetischen 
Antigene priiften. 

Eine Versuchsreihe an 40 gewéhnlichen weiBen Mausen (siehe die 
Tabelle) sollte Auskunft geben, inwieweit eine zu Anfang erfolgte 
Veratzung auch gegen eine spatere erneute Benzpyreninjektion zu 
schiitzen vermag. Die Tiere, die ein Depot von 2 mg Benzpyren er- 
halten hatten und zweimal im Abstande von 4 Wochen mit konz. 
Schwefelséure geaitzt worden waren, ergaben im Endzustande nach 
etwa 6 Monaten eine Tumorrate von 33% (unbehandelte 85—90%). 
Wurde nunmehr den bis dahin tumorfreien Tieren (16) nochmal ein 
Depot von 1 mg Benzpyren einverleibt, ohne daB eine weitere Veratzung 
erfolgte, so wurde bei diesen Tieren der Endzustand mit einer Tumor- 
rate von 33% (wohl zufallig die gleiche, wie vorher) bereits nach einem 
Monat erreicht. Der Rest der Tiere blieb wiederum, auch nach insgesamt 


1) VII. Mitteilung, diese Z. 280, 92 (1944). 
*) diese Z. 280, 88 (1944). 
3) diese Z. 275, 258 (1942). 
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weiteren 3 Monaten, tumorfrei. Dies zeigt zunachst, daB die Wirksam- 
keit der Verétzung auch nach 6—9 Monaten, einer gemessen am Gesamt- 
alter der Maus betrachtlichen Zeitspanne, noch eindeutig zu erkennen 
ist. Dariiber hinausgehende SchluBfolgerungen sollen erst beim Vor- 
liegen von weiteren Versuchsreihen gezogen werden. 

Die die Krebsbildung unterbindende Wirkung einer Veratzung, - 
iiber die Versuche lediglich an gewéhnlichen weiBen Mausen veréffent- 
licht wurden, wurde nunmehr auch an Tieren des dilute-brown- 
Stammes gepriift. Die Ergebnisse waren grundsatzlich die gleichen wie 
bei gewohnlichen Mausen: die Tumorrate bei 40 Tieren (siehe Tabelle) 
erreichte bei einem Benzpyrendepot von 1 mg nach etwa 6 Monaien 
14% und blieb auch nach mehr als 9 Monaten die gleiche (unbehandelte 
Benzpyrentiere (1 mg) 46%). Damit erhalten die friiher beschriebenen 
Versuche eine volle Bestatigung. 








Jah) |™s Benz- Behandlung Tumor- | Frei von Gestorben 
Pel pyren in | Menge Prog “ tréger |Tumoren | Tage | innerhalb 
ad. diere | Olivendl Antigen, Sides Zahl| % |Zahl| % 60 Tagen*) 

20 3 2x 1 mg — |2malige} 2 6 | 31 | 94 90 5 

20 Veritzg.| 3 9 | 30 | 91 110 23 

mit 6 | 18 | 27 | 82 125 
konz. 9 | 27 | 24 | 73 153 
H,SO, | 11 | 33 | 22 | 67 178 
11 | 33 | 22 | 67 188 
10263] Img — —- 4 | 27 | 11 | 73 | 26(216) — 
(tumorfrei 5 | 33 | 10 | 67 | 36(226) 

aus 5 | 33 | 10 | 67 | 53(243) 

voriger 5 | 33 | 10 | 67 | 81(271) 
Versuchs- 
rejhe) 

40 3 1x 1 mg : 2malige| 1 3 | 36 | 97 79 33 
dilute- Veritzg.| 2 5 | 35 | 95 137 
brown mit 4/11 | 33 |} 91 159 

konz. 5 | 14 | 32 | 86 175 
H.SO,| 5 | 14 | 32 | 86 | 208 
5 | 14 | 32 | 86 286 

40 3 1x 1 mg | Pferde- | 2 mal 0 0 | 28 {100 103 12 3 
dilute- serum- | wochtl.} 2 7 | 26 | 93 116 
brown albumin] 10 7 3 | 11 | 25 | 89 133 

6 | 21 | 22 | 79 141 
6 | 21 | 22 | 78 174 
6 | 2] 22 | 78 174 
6 | 21 | 22 | 79 232 





























AbschlieBend sei noch eine weitere Versuchsreihe, ebenfalls von 
dilute-brown-Tieren angefiihrt, bei der bei einem Benzpyrendepot 








4) Die bis zum 90. Tage ohne Tumor gestorbenen Tiere sind hierin ent- 
halten. 


g* 
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von 1 mg zweimal wochentlich 10 Pferdeserumalbumin in iiblicher 
Art verabfolgt wurden. Bei insgesamt 40 Tieren ergab sich eine Tumor- 
rate von 21%, also in der gleichen GréBenordnung, wie sie in der VI. Mit- 
teilung an den Tieren dieses Stammes bei gleichgroBer Antigengabe 
festgestellt worden war. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir ihre 
Unterstiitzung. 


Uber die sterische Spezifitat tierischer Dipeptidase gegeniiber 
racemischen Peptiden 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz * und Maria Exner 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1945) 


Es galt nach den Untersuchungen Emil Fischers?) an syntheti- 
schen Peptiden lange als feststehende Erfahrung, da8B die peptidspal- 
tenden Enzyme nur aus den natiirlich vorkommenden Aminosiure- 
komponenten aufgebaute Substrate, nur J-Peptide, zu zerlegen ver- 
mégen; die Tatsache, daB beim enzymatischen Abbau racemischer Pep- 
tide deren unnatiirliche Antipoden nicht angegriffen wurden, hat daher 
vielfach zu deren praparativer Darstellung Verwendung gefunden. Seit 
der Auffindung der d-Peptide spaltenden Enzyme, der ,,d-Peptidasen‘‘?), 
ist aber in der Beurteilung dieser Frage, deren Lésung als gesichert 
gegolten, in der Literatur Unsicherheit, ja Verwirrung zu verzeichnen, 
vor allem nachdem ein ubiquitires Vorkommen von d-Peptidase in 
Pflanzen und in tierischen Organen und Geweben beschrieben worden 
war. 

Zuerst hatten E. Bamann und O. Schimke®) in wachsenden 
Teilen von Keimpflanzen, nach ihnen E. Maschmann’) in Ausziigen 
aus normalen tierischen Organen, auch aus Darmschleimhaut, durch 
Messung des Carboxylzuwachses an racemischen Peptiden eine 50% 
iibersteigende, in einigen Fallen eine fast vollstaéndige Aufspaltung, 
und zwar bei der Mitwirkung gewisser Metallionen und von SH-Ver- 
bindung als Aktivatoren, beschrieben. Fiir die gewéhnlich beobachtete 
asymmetrische, nur die /-Komponente betreffende Spaltung beispiels- 


* Z.Zt. Miinchen, Kraepelinstr. 2. Die Untersuchungen wurden im Institut 
fiir Organische Chemie der ehemaligen Deutschen Karls-Universitét in Prag 
durchgefihrt. 

1) Untersuchungen iiber Aminosiiuren, Polypeptide und Proteine I. u. II. 
Julius Springer, Berlin 1906 u. 1923. 

2) E. Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, diese Z. 262, IV (1939). 
3) Naturwiss. 29, 365 (1941); Biochem. Z. 10, 119 (1941). 
4) Naturwiss. 29, 518 (1941). 
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weise des d,l-Leucyl-glycins*) ist nach Bamann und Schimke die 
Hemmung der d-Peptidspaltung durch freigelegtes /-Leucin verant- 
wortlich: zum sicheren Nachweis einer d-Peptidasewirkung ist also 
danach die Priifung an reinem d-Peptid, nach Maschmann5) auBerdem 
zusatzliche Aktivierung mit Metallionen wie Eisen und Mangan und 
mit Sulfhydryl erforderlich. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen 
stehen die SchluBfolgerungen, die H. Herken, A. Schmitz und 
R. Merten®) aus der Verfolgung der Spaltung racemischer Peptide 
mittels der manometrischen Methode, unter Mitwirkung von d-Amino- 
siureoxydase, ableiten: hiernach erfolge stets nebeneinander eine Spal- 
tung der beiden Antipoden von ahnlichem AusmaB, der auf Grund des 
Carboxylzuwachses ermittelte Stillstand gerade nach 50-proz. Hydro- 
lyse sei mehr ein zufalliger, durch die hemmende Wirkung der jewei- 
ligen Spaltprodukte bedingt. Abgesehen von der Frage, ob die Beob- 
achtung als solche zutrifft oder nicht, laBt sich die dafiir gegebene Er- 
klarung’) widerlegen. Sie hatte nimlich zur Voraussetzung, daB die 
Affinitat der Peptidase zu Dipeptiden der gleichen Zusammensetzung 
wie d,l-Leucyl-glycin und d,J-Glycyl-leucin, welche die namlichen Spalt- 
produkte liefern, numerisch die gleiche ware, da die Hydrolyse in 
beiden Fallen bei 50% zum Stillstande kommt; dies ist aber nicht der 
Fall’). Zudem steht jener Beobachtung und ihrer Deutung der Befund 
entgegen, daB die praparative Isolierung der Spaltprodukte nach er- 
schépfender enzymatischer Hydrolyse neben den ,,natiirlichen‘* Amino- 
siurekomponenten die reine d-Komponente des Peptids ergibt 9). 

Eine erneute Klarstellung der Frage nach der sterischen Auslese 
bei der Spaltung racemischer Peptide erscheint daher geboten und wir 
haben uns zunachst dieser Aufgabe unterzogen. Als zuverlassigstes und 
unmittelbarstes Verfahren der Analyse wahlten wir den Vergleich des 
Carboxylzuwachses und der Drehungsaénderung im Verlauf und nach 
dem Stillstand der enzymatischen Einwirkung. Die im Versuchsteil 
wiedergegebenen Ergebnisse mit waBrigen Ausziigen aus Darmschleim- 
haut und aus einer ganzen Anzahl tierischer Organe erweisen eindeutig 
die Aussage Emil Fischers als zu Recht bestehend und stellen sie 
wieder her: von Abweichungen in den Anfangsstadien der Hydrolyse 
abgesehen 10) entsprechen Carboxylzuwachs und Dr ehungsinder ung den 


*) Siehe dazu E. Abderhalden u. A. H. Koelker, diese Z. 54, 363, u. 

zwar §. 372 (1907/08). 

5) Siehe dazu auch E. Maschmann, Naturwiss. 29, 691 (1941); Biochem. 
Z. 311, 252 (1941/42). 

6) Naturwiss. 29, 670 (1941); diese Z. 275, 29 (1942). 

7) Vgl. dazu E. Bamann u. O. Schimke, Biochem. Z. 310, 119, und zwar 
8. 145, FuBnote 1 (1941). 

8) Nach noch unverdffentlichten Messungen. 

®) Siehe z.‘B. fiir die Hydrolyse von d,I- Leucyl- glycin E. Abderhalden u. 
H. Geddert, diese Z. 74, 394, und zwar S. 404 (1911), fiir die des d,l-Leucyl- 
glycyl- glycins E. Fischer u. E. Abderhalden, diese Z. 46, 52, und zwar 
S: 66 (1905). 

10) Die Ursache dieser Erscheinung haben wir aufzukliren unternommen. 
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fiir die ausschlieBliche Spaltung der /-Komponente sich er- 
rechnenden Werten, und zwar sowohl bei racemischem Leucyl-glycin 
wie Glycyl-leucin als Substrat; beim Stillstande der Enzymwirkung 
nach 50-proz. Hydrolyse liegen danach, wie die polarimetrische Analyse 
schliissig ergibt, Gemische aus aquivalenten Mengen von /-Leucin und 
Glykokoll einerseits und von d-Peptid andererseits vor. Dies gilt sowoh| 
fiir die Ansaétze ohne besondere Aktivatoren wie auch nach der Akti- 
vierung mit Metallsalz, Mangan oder Kobalt"). Auch der mégliche Ein- 
wand, es erfolge etwa durch die Trocknung der Organe, die wir ab- 
weichend von dem Verfahren der oben angefiihrten Autoren aus tech- 
nischen Griinden fiir die polarimetrische Messung vorgezogen haben, 
eine Zerst6rung oder ein Unléslichwerden der d-Peptidase, ware nach den 
Erfahrungen von E. Maschmann*) iiber das Léslichkeitsverhalten 
von l- und d-Peptidase in getrocknetem Material nicht stichhaltig. 

Ks ergibt sich also aus unseren Beobachtungen, daB die Annahme 
von Herken, Schmitz und Merten, es erfolge bei der enzymatischen 
Hydrolyse racemischer Peptide nebeneinander eine Spaltung der d- wie 
der l-Komponente, unzutreffend ist. Der von diesen Autoren mit 
d-Aminosaureoxydase beobachtete Ausschlag wird auf andere Ursachen 
zuriickzufiihren sein, die noch nicht geklairt sind; bei Versuchen mit 
der manometrischen Methode, die wir hier nicht anfiihren, erhielten 
auch wir des 6fteren positive, zuweilen abnorm hohe Werte; wir haben 
dieses Verfahren daher zur Entscheidung der Frage verworfen. Auch 
bleibt es einer weiteren Untersuchung an einer gr6Beren Auswahl von 
Substraten iiberlassen, ob und in welchen Fallen der Stillstand nach 
50-proz. Hydrolyse auf die Hemmung einer d-Peptidasewirkung durch 
Spaltprodukte des /-Peptids zuriickzufiihren ist. 

Durch unsere Erfahrungen ist also das angegebene Vorkcmmen 
von d-Peptidase, wenigstens soweit es aus Beobachtungen an der Spal- 
tung von racemischen Peptiden abgeleitet wurde, in Frage gestellt. 
Wir haben es nunmehr unternommen, diese grundsatzliche Frage unter 
Zuhilfenahme der polarimetrischen Analyse an reinen d-Peptiden erneut 
einer eingehenden Priifung zu unterzichen. 


Versuche 


Enzymlésungen. Die zu untersuchenden Organe bzw. Darmschleimhaut 
wurden mittels Acetons und Athers getrocknet und gepulvert, durch 10 Minuten 
langes Schiitteln mit 10 Teilen Wasser extrahiert und durch Faltenfilter filtriert. 

Verfahren der Bestimmung. Die Enzym-Einwirkung erfolgte in allen 
Beispielen bei 30° und pH = 7,8, eingestellt mittels verd. KOH; sie wurde durch 
kurzes Erhitzen auf 100° unterbrochen. Die Messung des Carboxylzuwachses 
erfolgte durch Titration in alkoholischer Lésung mit Thymolphthalein als Indi- 
kator. Zur polarimetrischen Analyse wurde die Analysenprobe durch Filtration 
mittels Kieselgurhaut geklirt, mit einem Tropfen verd. HCl auf pH = 7,0 ge- 





11) Besondere Versuche, die wir nicht eigens anfiihren, ergaben auch fiir ein 
System der Aktivierung mittels Mangans und Cysteins das gleiche Bild. 
12) Biochem. Z. 315, 1, und zwar S. 17 (1942/43). 
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bracht und im 2-dm-Rohr bei Natriumlicht gemessen. Aus dem beobachteten 
Drehwert berechnete man die Spaltung unter der Annahme einer alleinigen Spal- 
tung der l-Komponente des Peptids auf Grund der Angaben der Literatur fiir 
die spezifische Drehung des Antipoden von d-Leucyl-glycin [aD] = + 85,99° 1%) 


(fiir d-Leucyl-glycin also [ap] = — 85,99°) bzw. Glycyl-d-leucin [aD] = + 
35° 14) baw. l-Leucin [aD] = — 10,34° 15), 
Tabelle 1 


Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Schweinedarmschleimhaut. 
(Ansatz: 3,00 g d,l-Leucyl-glycin, 5,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm; 
Analysenprobe fiir die Titration 4,00 ccm.) 








Zeit Aziditaitszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min. cem 0,1-n. yA beob. sf 

30 0,28 4 -- — 

60 0,40 6 — — 
120 0,60 9 —0,22 4 
240 1,00 16 — — 
300 1,14 18 —0),70 13 
420 1,45 23 — — 

1440 3,64 57 —2,72 49 














Tabelle 2 
Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Schweineniere ohne Aktivierung. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 2,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm; 
Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 














Zeit Aziditaétszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min. cem 0,1-n. os beob. % 

60 0,10 3 —_ — 
180 0,30 10 —0,20 5 
480 0,95 30 —0,98 26 

1440 1,63 51 —1,75 47 
Tabelle 3 


Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Schweineniere; Aktivierung 
mit Mangan. 
(Ansatz: 4,00 g d,l-Leucyl-glycin, 6,00 ccm Auszug, Gesamtvolumen 200 ccm, 
0,001—mol. MnCl,; Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 











Zeit Aziditaitszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min. cem 0,1—n. WA beob. wi 

15 0,18 6 —0,15 4 

45 0,32 10 —0,38 10 

60 0,54 17 —0,64 17 

75 0,92 29 —0,92 25 
120 1,23 39 —1,25 34 
180 1,52 48 —1,55 42 
360 1,62 50 —1,75 47 














18) E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 9, 2893, und zwar S. 2912 (1906). 

14) E. Fischer u. J. Steingroever, Liebigs Ann. Chem. 165, 167, und zwar 
S. 170 (1909). 

1°) F. Ehrlich, Biochem. Z. 1, 8, und zwar S. 26 (1906); vgl. F. Ehrlich 
u. A. Wendel, ebenda 8, 399 (1908). 
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Tabelle 4 
Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Schweineniere; Aktivierung 
mit Kobalt. 


(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 10,00 ccm Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm, 
0,001—mol. CoCl,; Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 











Zeit Aziditatszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min. cem 0,1—n. vA beob. A 

30 0,19 6 — _— 

60 0,56 18 —0,38 10 
300 1,37 43 —1,50 40 
600 1,65 51 —1,75 47 














Tabelle 5 
Spaltung von d,l-Leucyl]-glycin durch Auszug aus Schiweineleber ohne Aktivierung. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 10,00 com Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm; 


Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 











Zeit Azidititszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min.- cem 0,1—n. Je beob. % 

60 1,00 | 3 1,08 32 
180 1,51 | 48 —1,65 44 








Tabelle 6 

Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Schweineleber; Aktivierung 
mit Kobalt. 

(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 10,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 cem, 





0,001—mol. CoCl,; Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 














Zeit Aziditatszuwachs |  Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min. cem 0,1—n. é beob. ve 

60 0,78 25 —0,95 26 
180 1,44 45 —1,62 44 





Tabelle7 
Spaltung von d,/-Leucyl-glycin durch Auszug aus Schweinemilz ohne Aktivierung. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin. 10,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm; 
Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ecm.) 














Zeit Azidititszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Stdn. ecm 0,1-n. % beob. ie 
8 0,33 10 --—0,20 5 
24 0,77 24 —0,90 24 
48 1,35 43 | —1360 43 











Ls 
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Tabelle 8 

Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Schweinemilz; Aktivierung 

a mit Kobalt. 

(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 10,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 cem, 


0,001—mol. CoCl,; Analysenprobe fiir die Titration 3,50 ccm.) 








Zeit Azidititszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Stdn. eem 0,1—n. we beob. A 
8 0,27 ff —0,20 5 
24 62 We —0,60 16 
48 2 32 — — 
12 1,71 47 —1,62 44 














Tabelle 9 
Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Ochsenniere ohne Aktivierung. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 5,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 cem; 


Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 








Zeit Azidititszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Stdn. ecm 0,1—n. oe beob % 
6 0,26 8 —- — 
24 0,61 20 —0,73 20 
48 1,54 48 —1,77 48 














Tabelle 10 
Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Ochsenniere; Aktivierung mit 
Kobalt. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 10,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm, 


0,001—mol. CoCl,; Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 

















Zeit Aziditatszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Stdn. ceem 0,1-n. we beob. wh 
1 0,12 4 — 
8 0,37 12 -- — 
24 0,73 23 —0,90 24 
48 1,42 45 —1,75 47 
Tabelle 11] 


Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Ochsenleber ohne Aktivierung. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 10,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm; 





Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 








Zeit Aziditatszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Stdn. cem 0,1—n. yh beob. of 

1] 0,81 26 —0),92 25 

24 1,64 51 —1,75 47 
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Tabelle 12 
Spaltung von d,l-Leucyl-glycin durch Auszug aus Ochsenleber; Aktivierung mit 
Kobalt. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Leucyl-glycin, 10,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm, 
0,001-mol. CoCl,; Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 








Zeit Aziditatszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Stdn. cem 0,1—n. oy. beob. A 
0,50 16 —0,50 13 
50 1,58 50 —1,75 47 











Tabelle 13 
Spaltung von d,l-Glycyl-leucin durch Auszug aus Schweineniere ohne Aktivierung. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Glycyl-leucin, 3,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm; 
Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm 1°). 














Zeit Azidititszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min. ecem 0,)-n. of beob. % 

30 40 13 +0,30 27 

60 ae 24 +-0,40 36 
120 ,02 32 +0,48 43 
240 »59 50 +-0,55 50 








Tabelle 14 
Spaltung von d,/-Glycyl-leucin durch Auszug aus Schweineniere; Aktivierung mit 
Mangan. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Glycyl-leucin, 3,00 ccm Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm, 


0,001—mol. MnCl,; Analysenprobe fiir die Titration 3,00 ccm.) 








Zeit Aziditiitszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Min. cem 0,1-n. A beob. % 

30 0,47 15 -+-0,23 22 

60 0,84 26 +-0,40 36 
120 1,14 36 +0,50 45 
240 1,53 48 +0,54 49 














Tabelle 15 
Spaltung von d,l-Glycyl-leucin durch Auszug aus Ochsenniere chne Aktivierung. 
(Ansatz: 2,00 g d,l-Glycyl-leucin, 5,00 cem Auszug, Gesamtvolumen 100 ccm; 





Analysenprobe fiir die Titration 3.00 ccm.) 











Zeit Aziditiitszuwachs Spaltung Drehung (°) Spaltung 
Stdn. cem 0,1-n. o beob. y, 
2 0,27 9 +0,15 14 
11 0,48 15 +-0,32 29 
24 0,86 27 +0,42 38 
48 1,61 50 +0,58 52 




















Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir 


die zur Verfiigung gestellten Mittcel. 





16) Vergleichsweise durchgefiihrte Versuche, bei welchen die Enzymwirkung 
durch Zusatz von KCN bzw. HgCl, bzw. Formaldehyd unterbrochen wurde, 
zeigten das niimliche Ergebnis. 
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Die immunchemischen Eigenschaften synthetischer Polyuronsauren 
I. Mitteilung. Polyuronsiuren aus Cellulose 


Von 
Otto Westphal, Kurt Maurer + und Hans Schmidt 


Aus den Chemischen Instituten der Universititen Géttingen und Rostock und dem Institut 
fiir exp. Therapie ,,Emil von Behring‘‘. Marburg a. d. L. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1945) 


Vor kurzem haben K. Maurer und Mitarbeiter!) ein Verfahren der 
gerichteten Oxydation beschrieben, welches bei Zuckern und Kohlen- 
hydraten gestattet, primire alkoholische Gruppen am C-Atom 6 mittels 
NO, ohne nennenswerte Nebenreaktionen in Carboxylgruppen iiber- 
zufiihren. So laBt sich bei Cellulose, je nach den Versuchsbedingungen, 
der Oxydationsgrad derart variieren, daB man Polyuronsiuren mit 
beliebigem Verhaltnis von Glucose: Glucuronsiure erhalt. In der Natur 
finden sich aihnliche Polyuronsiuren, welche ebenfalls aus Glucose und 
Glucuronsiiure in wechselndem molarem Verhiltnis aufgebaut sind. Be- 
sonders eingehend ist das Kapselpolysaccharid des Pneumococcus 
Typ III untersucht, welches diesem Erreger seine serologische Spezifitit 
erteilt?). Die immunologisch determinante Gruppe®) des Typ-I1I-Kohlen- 
hydrates, welches Glucose und Glucuronsiure im Verhiltnis 1:1 ent- 
halt, ist die der Cellobiose entsprechende Cellobiuronsiaure (I)‘). 
Die Bindung der Cellobiuronsiure-Einheiten aneinander erfolgt f-glyko- 
sidisch itiber das C-Atom 3 der Glucuronsiiure (II A; B = H)5). 

Diesem spezifischen Pneumococcen-Kohlenhydrat steht eine Poly- 
uronsiure sehr nah, die man aus Cellulose dadurch erhalt, daB man 
sie mit NO, zu 50% oxydiert. Nach K. Maurer!) wird die Geschwindig- 
keit der NO,-Oxydation von Cellulose bedeutend verlangsamt, wenn 
etwa die Hialfte aller primiren Alkoholgruppen aufoxydiert ist. Man 
darf annehmen, da dann durchschnittlich jede zweite Glucose-Einheit 
in Glucuronsiure iibergefiihrt ist, so daB ein solches Praparat im wesent- 
lichen eine Poly-(cellobiuronsaure) darstellt. Unter Zugrundelegung 


1) K. Maurer u. G. Drehfahl, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1489 (1942); 
K. Maurer u. G. Reiff, J. makromol. Chem. 1, 27 (1943). 

2) Vgl. z. B. O. T. Avery, Naturwiss. 21, 777 (1933); H. Rudy, Angew. 
Chem. 50, 137 (1937); O. Westphal, Chemie 57, 57 (1944). 

8) Zur Definition vgl. J. R. Marrack, The chemistry of antigens and anti- 
bodies, London 1938; O. Westphal, Handb. d. Enzymologie von Weidenhagen- 
Nord, Leipzig 1940, S. 1138 ff.; O. Westphal, 1. c.?). 

4) W. F. Goebel, J. biol. Chemistry 110, 391 (1935); J. exp. Medicine 68, 
409 (1938); 69, 353 (1939); R. D. HotchkiB u. W. F. Goebel, J. biol. Chemistry 
121, 195 (1937). 

5) R. E. Reeves u. W. F. Goebel, J. biol. Chemistry 139, 511 (1941); 
M. H. Adams, R. E. Reeves u. W. F. Goebel, ebenda 140, 653 (1941). 
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der bekannten Struktur der Cellulose (W. N. Haworth, K. Freuden- 
berg)®) unterscheidet sich dieses stark saure, in Alkali lésliche Poly- 
saccharid von dem spezifischen Kapselkohlenhydrat des Typ- III- 
Pneumococcus — abgesehen von einigen UnregelmaBigkeiten im perio- 
dischen Aufbau — durch die Verkniipfung der Cellobiuronsiaure-Ein- 
heiten, die bei dem synthetischen Produkt aus Cellulose f-glykosidisch 
tiber das C-Atom 4 der Glucuronsiiure erfolgt (II B; A = H). 
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Im Hinblick auf die nahen Beziehungen der beiden genannten 
Kohlenhydrate haben wir die immunologischen Eigenschaften synthe- 
tischer Polyuronsiuren gepriift, besonders solcher Cellulosepriparate, 
die zu etwa 50% NO,-oxydiert waren. 

Die typenspezifischen Kohlenhydrate der Pneumococcen, wie die 
reinen Kohlenhydrate des Tier- und Pflanzenreiches iiberhaupt, sind 
keine Vollantigene, sondern nur Haptene*) 7). Die Injektion der Poly- 
saccharide fiihrt im Tierversuch nicht zur Antikérperbildung. Eine 
Uberfiihrung in Vollantigene kann jedoch durch geeignete Kupplung 
an beliebige, an sich unspezifische Triigerproteine erfolgen.' So zeigten 
erstmals W. F. Goebel und O. T. Avery®), daB das spezifische Typ- 
I[I-Pneumococcen-Kohlenhydrat mit p-Nitrobenzylbromid in einen p- 
Nitrobenzylither iibergefiihrt werden kann, dessen Reduktion zum p- 
Aminobenzylither fiihrte. Das mit salpetriger Siure hergestellte Dia- 
zoniumsalz kuppelte in alkalischer Lésung mit Eiwei8kérpern unter 


6) K. Freudenberg, Chem. Ztg. 59, 506 (1935); Mh. Chem. 69, 144 (1936); 
F. Micheel, Chemie der Zucker und Polysaccharide, Leipzig 1939, S. 281 ff. 

7) Vgl. J. G. Fitz Gerald, Trans. Roy. Soc. Canada Sect. III 37, 1 
(1933); S. M. Partridge u. W. T. J. Morgan, Brit. J. exp. Pathol. 23, 84 
(1942); M. Stacey, Chem. and Ind. 61, 110 (1942). 

8) J. exp. Medicine 54, 431, 437 (1931). 
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Bildung antigener Azoproteine (Azoverfahren nach K. Landsteiner®), 
deren serologische Spezifitét durch die determinanten Gruppen des 
Kohlenhydrates gegeben war. Die immunisierten Tiere bildeten hoch- 
wirksame Agglutinine gegen Typ-III-Pneumococcen. Neuerdings hat 
J. H. Humphrey?®) nach dem gleichen Verfahren Hyaluronsiure an 
Proteine gekuppelt und das immunologische Verhalten der kiinstlichen 
Hyaluronsiéure-azoproteine geprift. O. Westphal, E. Reiche und 
E. Krah1!) haben die menschliche Blutgruppensubstanz A, die ebenfalls 
nur Haptencharakter besitzt, mit Hilfe der Azomethcde an Proteine 
gekuppelt. Mit den erhaltenen A-Vollantigenen konnten gut wirksame 
A-spezifische Antiseren gewonnen werden. 


Zur Kupplung saurer Polysaccharide an Proteine ist auch das Azidverfahren 
geeignet, wie H. Micheel u. H. Dorner’) am Beispiel des Pektins gezeigt 
haben. Die seinerzeit von C. R. Harington und seinen Mitarbeitern 1%) in die 
Immunchemie eingefiihrte Methode beruht darauf, da8 saure Gruppen des Hap- 
tens verestert und iiber das Hydrazid in das Azid verwandelt werden. Die Azide 
reagieren bekanntlich in schwach alkalischer Lésung mit den freien Amino- 
gruppen von Proteinen. Hierbei werden jedoch die fiir die immunologische 
Spezifitaét von Polyuronsiuren entscheidend wirksamen freien Carboxylgrup- 
pen?) blockiert, so daB das Verfahren im vorliegenden Falle ungeeignet erscheint. 

Eine weitere Methode, Kohlenhydrate in kiinstliche, stark antigene Glyko- 
proteide iiberzufiihren, haben in den letzten Jahren W. T. J. Morgan u. S. M. 
Partridge’) ausgearbeitet. Sie fanden, daB das sog. konjugierte Protein des 
O-Antigens von Ruhr- und Typhusbazillen eine besonders ausgeprigte Bindungs- 
fihigkeit. gegeniiber zahireichen Kohlenhydraten des Tier- und Pflanzenreiches 
besitzt. So konnten nicht nur die spezifischen Kohlenhydrate von Ruhr- und 
Typhusbazillen mit dem konjugierten Shiga-Protein zu Vollantigenen rekombi- 
niert werden’), es gelang auch, pflanzliche Gummiarten, wie Akazien- oder 
Kirschgummi, Agar-Agar'*), die Blutgruppensubstanz A’) u. a. zu sehr wirk- 
samen und spezifisch reagierenden Vollantigenen aufzubauen. 


Zur Kupplung der synthetischen Polyuronsaéuren an Ei- 
weiB bedienten wir uns des Azoverfahrens. Zur Umsetzung verwendeten 
wir eine zu ~ 45% NO,-oxydierte Cellulose (U 45). Nach einmaligem 
Umfiillen des Materials aus schwach alkalischer Lésung mit Siure wurde 
in der Wirme unter Stickstoff mit p-Nitrobenzylbromid und der be- 
rechneten Menge Alkali umgesetzt, so daB durchschnittlich jede vierte 
Zuckereinheit einen p-Nitrobenzylrest trug. Die Reduktion zum p- 
Aminobenzylather erfolgte mit Natriumhydrosulfit in neutraler bis 


*) K. Landsteiner, Die Spezifitit der serologischen Reaktionen, Springer 
Berlin 1933. 

10) Biochemic. J. 37, 460 (1943). 

11) Naturwiss. 32, 40 (1944). 

12) Diese Z. 280, 92 (1944). 

13) Biochemic. J. 31, 764 (1937); 32, 1111 (1938). 

14) B. F. Chow u. W. F. Goebel, J. exp. Medicine 62, 179 (1935). 

15) Biochemic. J. 34, 187 (1940); 35, 1140 (1941); Brit. J. exp. Pathol. 23, 
151 (1942). 

16) §. M. Partridge u. W. T. J. Morgan, Brit. J. exp. Pathol. 23, 84 
(1942). 
17) W. T. J. Morgan, Chem. and Ind. 60, 722 (1941); Brit. J. exp. Pathol. 
24, 41 (1943). 
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schwach alkalischer Lésung. Das mit Nitrit dargestellte Diazoniumsalz 
kuppelte in schwach alkalischer Lésung mit EiweiBkérpern (Rinder- 
serumglobulin, Eialbumin) unter Bildung orange-rot gefiarbter Azo- 
proteine (U 45-Rs, U 45-Ea), die durch Fallen mit Trichloressigsiure 
und Dialyse gegen 0,9% NaCl gereinigt wurden und 15—20% gekup- 
pelter Polyuronsiure enthielten?®). 


Immunisierung und serologische Priifung der kiinstlichen Polyuronsdure- 
Antigene 


Immunisierung. Kaninchen wurden mit U-45-RS (3,5-proz. 
Lésung) und U-45-Ea (2,0-proz. Lésung) immunisiert, und zwar: Ka- 
ninchen 204 mit U-45-Rs, K. 207 mit U-45-Ea jeweils am 1. Tag 1 cem 
intravenés, am 6. Tag 2 cem i. v. und am 12. Tag 4 ccm intraperitoneal. 
Ferner: K. 205 mit U-45-Rs, K. 208 mit 45-Ea jeweils am 1. und 4. Tag 
1 cem i. v., am 7. und 12. Tag je 2 ccm i. v. Alle Tiere wurden 7 Tage 
nach der letzten Injektion entblutet und die Seren 204, 205, 207 und 
208 gewonnen. 

Die Polyuronsiéure als Spezifititstriger. Tab.1 zeigt die 
Pracipitation von U-45-Rs und U-45-Ea mit den gewonnenen Immun- 
seren!9), 























J-45-Rs 1-45-Es s 
U-45-Rs | U-45-Ea Kontrd 
Serum Verdiinnung 0,9% 
NaCl 
1: 300 | 1: 3000 | 1:30000] 1:500 | 1: 5000 | 1: 50000 
204 Anti-U-45-Rs] +++4+]44+4++4+] +4 t++ | +++ | = 
205 Anti-U-45-Rs}| ++++] +44 { = 
207 Anti-U-45-Ea 4+ ++ Ge eS eee aie = 
208 Anti-U-45-Ea ce Ee eee ae = 





Tab. 1. Homologe und heterologe Pracipitation. 
0,2 com Serum + 0,5 ccm Antigen-Lésung. 


Demnach wird also nicht nur U-45-Rs durch U-45-Rs-Antiseren 
(204, 205), sondern auch durch U-45-Ea-Antiseren (207, 208) pracipitiert 
und umgekehrt (Kreuzpricipitation). Hierfiir kann nur die gemein- 
same Polyuronsiure U-45 verantwortlich sein. Der serologische Einflu8 
der Proteintrager geht aus Tab. 2 hervor, in dem Pracipitationsversuche 
der ungekuppelten EiweiBe Rs und Ea mit den gleichen Immunseren 
wiedergegeben sind. 





18) Das Molekulargewicht der verwendeten Polyuronsaure kann mit ca. 
10000 als Durchschnittswert angegeben werden. Die Praparate sind jedoch 
a homogen. Durch die Umfillung reichert sich héhermolekulares Ma- 
terial an. 

19) Die Pluszeichen bedeuten: + + -+-+ sehr starke, + ++ starke, 
+ + mittelstarke, + deutliche, + schwache und — keine Pricipitation (bzw. 
Agglutination, vgl. Tab. 3 u. 4). 
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Rinderserumglob. Eialbum (Merck) 
Serum 
1: 100 1: 1000 | 1: 10000} 1: 100 1: 1000 | 1: 10000 
204 Anti-U-45-Rs oh + fp = = = 
205 Anti-U-45-Rs —- ae pieces =, ae a 
207 Anti-U-45-Ea — ! = = = _ eo 
208 Anti-U-45-Ea — = = = a at 











Tab. 2. Prazipitatioa der Proteintriger. 
0,2 cem Serum + 0,5 ccm Proteinlésung. 


Tab. 2 zeigt, daB die urspriingliche Spezifitiét des Rinderserum- 
globulins Rs in U-45-Rs z. Tl. noch erhalten ist, wihrend sich jene vom 
Eialbumin Ea nach der Kupplung mit U 45 in U-45-Ea gar nicht mehr 
durchsetzt, demnach durch U 45 vollstindig iiberdeckt ist. 


Priifung der serologischen Beziehung der Polyuronsaiure U 45 
zu den Kohlenhydrat-Antigenen der Pneumococcen 


Hemmung der typenspezifischen Pneumococcen-Agglu- 
tination durch U 45. Je 0,5 ccm eines typenspezifischen, agglu- 
tinierenden Pneumococcen-Antiserums vom Kaninchen wurden ver- 
setzt a) mit 0,2 com 0,99% NaCl, b) mit 0,2 cem einer 2-proz. Polyuron- 
siurelésung in 0,9% NaCl. AnschlieBend wurde nach % Stunde bei 
Zimmertemperatur mit Pneumococcen des homologen Typs versetzt. 
Die Ablesung erfolgte nach 3-stdg. Stehenlassen bei 37° und iiber Nacht 
bei 5° (Tab. 3). 





| Serumverdiinnung Kontrolle 
— 0,9% 


1:10 | 1: 20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | 1:320 | NaCl 


tr fa [+t++4+]t++4) +4+4+ 1444] ++ - 
ere ees vw eee eS = 


uw faj+t+++) ++ ] + ~ 
{cee a 


+ 
mg fa ij+++4]t++4+H44+4] +++] + — se 
, b J++++i4+4+4+4]4+4+4+] + 

vir | @ [+444 4-4-4}4+ 4444444444 - 
b++++]+4+4++H-+4+4l]4++4Ht4+++ — 


Tab. 3. Hemmung der Agglutination voa Pneumozo:cen durch Polyuronsaiure 
45. 


a) + 0,2 cem 0,9% NaCl. — b) + 0,2 com 2% U 45. 
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Aus Tab. 3 ist ersichtlich, daB die typenspezifische Agglutination 
bei den Typen I, II und VIII nicht gehemmt wurde. Eine geringe Hem- 
mung ist nur bei Typ III zu beobachten. Diese wird vermutlich durch 
teilweise abgebaute Polyuronsiure hervorgerufen. 
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Agglutination von Pneumococcen durch U-45-Antiseren, 
Die durch die Polyuronsiure-azoproteine U-45-Rs und U-45-Ea erhal- 
tenen Immunseren 204 und 207 zeigten gegeniiber den Pneumococcen- 
typen I, II, III und VIII keinerlei agglutinierende Wirkung. 
Absorption von U-45-Antiseren mit Pneumococcen. Die 
Frage, ob Pneumococcen verschiedener Typen pracipitierende Poly- 
uronsiure-Antikérper aus den Polyuronsiure-Antiseren absorbieren, 
wurde mit dem Immunserum 204 gepriift. 
Serum 204 wurde mit dem gleichen Volumen 0,9-proz. Kochsalz- 
lésung versetzt. Je 3 ccm dieser Verdiinnung wurden dem Zentrifugen- 
‘sediment von Pneumococcen zugesetzt. Das Sediment entsprach den 
Pneumococcen aus 2 1 20-Stdn.-Serumbouillonkultur und war dreimal 
gewaschen. Nach griindlichem Mischen und 4-stdg. Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur wurde abzentrifugiert und der Pricipitationstiter 
mit dem des nichtabsorbierten Serums verglichen. Ablesung nach 
2 Stdn. bei 70° und Stehenlassen iiber Nacht bei 5° (Tab. 4). 


























Serumverdiinnung Kontrolle 
Serum 
1: 500 | 1: 1000 | 1: 2000 | 1: 4000 |I: 20 000|1: 10.000] allein 
Vor der 
Absorption [++++/+4+4+4]4+4+44/ 444+] ++ ] 4 — 
Nach der 
Absorption | 
mit Pn. TypI] +++ +44 | 444 ee pee 4. = 
Pn. TypIl j++++ )4+4+44] +44 Lait zeal 4 me 
Pn. Typ IIT J++++ 44-44] +44 eae ES ri = 
Pn. Typ VIMj++++++4+4+14+4+++4+] ++4+ | ++ + - 
Tab. 4. Pricipitation von U-45-RS nach Absorption des Immunserums 204 
(Anti-U-45-RS) mit Pneumococcen. 
0,4 ccm (abs.) Serum +- 0,5 cem U-45-Rs-Lésung. 


Hieraus geht hervor, daB die homologe Pricipitation des Serums 204 
durch Pneumococcen der Typen I, IT, III und VIII nicht gehemmt wird. 

Die hier gepriifte Polyuronsiure aus Cellulose verleiht demnach 
Proteinen starke Antigenitéit mit markanter Spezifitat. Die 
Polyuronsiure-Antiseren vom Kaninchen enthalten jedoch keine 
gegen Pneumococcen gerichteten Antikérper. Ebenso zeigen 
die bisher gepriiften Polyuronsduren aus Cellulose keinerlei nennens- 
werte Hemmungswirkung bei der Pneumococcen-Agglutina- 
tion durch homologe Antiseren. 

Diese Befunde, zusammen mit den bisher bekannten Kreuzreaktio- 
nen von Uronséuren, Aldobionsiuren und Polyuronsiuren, gegeniiber 
Pneumococcen-Typ-II- und III-Antiseren (Tab. 5) zeigen, daB die fiir 
Typ III determinante Celiobiuronsiiure ein freies Hydroxyl am C-Atom 4 
der Glucuronsiiure besitzen muB. Nur das Hydroxyl am C-Atom 3 








04 





Bd. 282 (1947) Polyuronsduren aus Cellulose 133 


darf an der Bindung beteiligt sein. Typ-I1-Spezifitat scheint dagegen 
lediglich f6-glykosidisch gebundene Glucuronsdure vorauszusetzen, bei 
der weder das Hydroxyl am C-Atom 3 noch jenes am C-Atom 4 besetzt 
sein darf. Daher lésen kiinstliche Antigene mit Cellobiuronsiure neben 
Antikérpern gegen Typ-III-Pneumococcen auch solche gegen Typ II 
aus, Antigene mit Pol y-(cellobiuronsiure) (1-3-Verkniipfung, II A) da- 
gegen nur solche gegen Typ III. Die volle Typ-II-Spezifitat ist aller- 
dings nicht nur durch Glucuronsiure allein bestimmt. In Typ-II-Anti- 
seren finden sich auch Antikérper-Fraktionen, welche auf Glucose in 
bestimmter Bindung abgestimmt sind, denn Typ-II-Antiseren zeigén 
Kreuzreaktionen mit einem spezifischen Polysaccharid von Leuconostoc 
mesenteroides®°), welches ausschlieBlich aus Glucose aufgebaut ist. 





Antiseren gegen 


it 
Haptene mi Typ 11| Typ UI 





Glucuronsiure ?') Sef utes Ssh nate eh en xs 
Cellobiuronsiure (Glucose-4-f-glucuronid) *) ae 
Aldobionsdure aus Friedlander -Bazillus Typ B (Glu- 
cose- ?-6-glucuronid) 22)... Parte at : = 
Gentiobiuronsiure (Glucose-6-f-gluc eemneiatils :3) Bie OS) = me 
Akazien-Aldobionsiure (Galaktose-6-f-glucuronid) 24) . . ae — 
Poly-(cellobiuronsiure) mit 1 - 3- ve ediihion sie — 
Kohlenhydrat)?)*) . . . — = 
Poly-(cellobiuronsiure) mit 1-4- Vediaastons 
(NO,-Oxydationsprodukt aus Cellulose) . . . . — ~- 


Tab. 5. Kreuzreaktionen von Kohlenhydrat- ne mit Pneumococcen- 
Antiseren. 








Von theoretischem Interesse wird es sein, verschieden hoch oxydierte 
Cellulosepraiparate immunologisch zu priifen, ferner NO,-Oxydations- 
produkte anderer Polysaccharide, darunter solcher, die an sich schon 
immunologische Hapteneigenschaften besitzen, deren Spezifitatsverinde- 
rung und Antigenititsgrad man somit verfolgen kann. Derartige Ver- 
suche haben wir begonnen. Die durch NO,-Oxydation. darstellbaren 
Polyuronsiuren sind somit fiir immunchemische Untersuchungen als 
Modell-Haptene hervorragend geeignet. 


20) kK. H. Hehreu. J. Y. Sugg, J. exp. Medicine 75, 339 (1942); J. Y. Sugg 
u. E. J. Hehre, J. Immunology 438, 119 (1942). 

21) W. F. Goebel, J. exp. Medicine 64, 29 (1936); W. F. Goebel u. R. 
D. Hotchkiss, J. exp. Medicine 66, 191 (1937); B. Woolf, Proc. Roy. Soc. 
[London] Ser. B. 130, 60, 70 (1941). 

#2) L. A. Julianelle, J. exp. Medicine 44, 113 (1926); O. T. Avery, 
M. Heidelberger u. W. F. Goebel, J. ~*~ Medicine 42, 709 (1925); W. F. 
Goebel, J. biol. Chemistry 74, 619 (1917); P. B. Beeson u. W. F. Goebel, 
J. Immunol. 38, 231 (1940). 

23) W. F. Goebel, J. exp. Medicine 72, 33 (1940). 

34) M. Heidelberger u. F. E. Kendall, J. biol. Chemistry 84, 639 (1929). 
R. D. Hotchkiss u. W. F. Goebel, ebenda 115, 285 (1936); J. R. Marrack, 
l. c.4), 92, 106 ff.; vgl. S. M. Partridge u. W. T. J. Morgan, I. c.?8). 
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Experimenteller Teil 
(Mitbearbeitet von Marlies Hasenbrink) 


Fiir die serologische Untersuchung kuppelten wir ein Cellulose-Priaparat 
(,,Plavia‘‘ der Sachsichen Zellwolle A.G., Plauen), dessen prim. alkoholische 
Gruppen durch NO,-Oxydation zu 45,4—48,4% in Carboxylgruppen iiberge- 
fiihrt waren (U 45). Kupferzahl: 31,5, 32,9. 

2 g U 45 wurden in 100 ccm ausgekochter n/10-NaOH **) gelést und die klare 
Lésung mit n.HCl auf pu 4,3 gebracht. Die Polyuronsaure fiel hierbei in feinen, 
nahezu farblosen Flocken aus, welche abzentrifugiert und zweimal mit sehr ver- 
diinnter Salzsiure gewaschen wurden. Die so umgefillte Substanz?*) wurde, noch 
feucht, in einem Rundkolben mit Riihraufsatz, Tropftrichter und Kihler in 
60 cem ausgekochter n/10-Natronlauge gelést. Die Lésung wurde durch Hinzu- 
fiigen von 2,9 cem n.HCl auf pu 7,0 gebracht. Im Olbad wurde sodann auf 95° C 
(Innentemp.) erwirmt und unter starkem Riihren (unter N,) eine Lésung von 
3,5 g p-Nitrobenzylbromid in 17 ccm Dioxan langsam eingetropft. Durch gleich- 
zeitiges Hinzufiigen von 2,3 ccm 30-proz. NaOH wurde die Reaktionsfliissigkeit 
stindig auf pH 7,5—8 gehalten. Dauer der Umsetzung 1 Stunde. Nach dem 
Abkithlen wurde auf pH ~8 gebracht und von einem braunlichen, flockigen 
Niederschlag abzentrifugiert. Die schwach opalescierende Lésung wurde auf 0° 
gekiihlt und mit n.HCl auf puH2 eingestellt. Die ausfallenden, gelb gefirbten 
Flocken wurden abzentrifugiert, mit »/100-HCl und Alkohol gewaschen und im 
Vakuum-Exsiccator getrocknet. Ausbeute 1,3 U-45-p- Nitrobenzylather. 

1,3 g U-45-p-Nitrobenzylither wurden (unter N,) in 30ccm Wasser suspen- 
diert und durch wenige Tropfen 20-proz. Natronlauge gerade gelést. AnschlieBend 
lieBen wir bei 50°C unter langsamem Riihren im Laufe 1Stde. eine frisch bereitete 
Lésung von 3g Natriumhydrosulfit in 20 ccm Wasser einflieBen. Durch Zu- 
tropfen von 20-proz. Natronlauge wurde das Reaktionsmedium standig schwach 
alkalisch gehalten; iiberschiissiges Reduktionsmittel erkannten wir an der blei- 
chenden Wirkung gegeniiber Lackmus. Nach der Umsetzung wurde die schwach 
gelb gefarbte Lésung gekiihlt, mit einigen Tropfen 10-proz. Essigsaiure neutrali- 
siert und bei 0° gegen Wasser ausdialysiert. Nach dem Einengen des Dialysates 
im Vakuum auf 15—20 ccm wurde in die 5fache Menge abs. Alkohol eingegossen. 
Die flockige Fallung wurde abzentrifugiert, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und im Vacuum-Exsiccator getrocknet. Ausbeute 700 mg U-45-p-Aminoben- 
zylither. N 1,49, 1, 41% (Mikrokjeldahl). 

400 mg U-45-p-Aminobenzylither wurden in 16ccm dest. Wasser suspen- 
diert und mit einigen Tropfen 20-proz. NaOH (unter N,) in Lésung gebracht. 
Die Lésung wurde nach dem Neutralisieren (pH 7,1) und Kihlen auf 0° mit 
40 mg Natriumnitrit in 3,2ccm Wasser versetzt, anschlieBend langsam mit 
0,6 cem 2-n. HCl. Die gebildete Diazoniumsalzlésung fillten wir auf 20 cem 
auf und verwendeten je 10 ccm fiir die Kupplung an Proteine. 

U-45-Benzylazo-Rinderserumglobulin (U-45-Rs). — Eine eisgekiihlte 
Lésung von 1 g Rinderserumglobulin, gefallt durch 38-proz. Sattigung frischen 
Rinderserums mit Ammoniumsulfat. in 30 ccm physiol. Kochsalzlésung wurde 
mit 1 cem 2-n. NaOH versetzt. Hierzu wurden 10 ccm der eisgekiihlten U-45- 
Benzyl-diazoniumsalz-Lésung hinzugefiigt. Es bildete sich eine orangegefirbte 
Lésung, welche iiber Nacht bei pu 8 auf 10° gehalten wurde. Dann wurde mit 
10-proz. Trichloressigsiure auf pu 4,5 gebracht. Das ausgeflockte Azoprotein 
zentrifugierten wir ab, nahmen in 20 ccm sehr verdiinnter Natronlauge wieder 


25) Die Polyuronsiuren aus Cellulose sind in alkalischer Lésung bei An- 
wesenheit von Sauerstoff sehr empfindlich. Welcher Art die hierbei eintretenden 
Spaltungen sind, wurde noch nicht niher untersucht. Es hat sich als vorteilhaft 
erwiesen, Lésungen der Polyuronsiuren luftfrei und unter Stickstoff zu ver- 


arbeiten. 
26) Bei der Umfallung tritt ein Gewichtsverlust von 15—20% ein. 
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auf und dialysierten 3 Tage lang gegen 0,9-proz. Kochsalzlésung. Wir erhielten 
25 ccm 3,5-proz. orange-rot gefiirbte Azoprotein-Lésung. 


U-45-Benzylazo- Eialbumin (U-45-Ea). — In der gleichen Weise wurden 
10cem Diazoniumsalzlésung mit 1 g Eialbumin (Merck) umgesetzt, das Azo- 
protein wie oben gereinigt. Wir erhielten 40 ccm 2,2-proz. Lésung von U-45-Ea. 


Beide Lésungen versetzten wir mit einem Tropfen Chloroform zur Steril- 
haltung und brachten sie so zur serologischen Untersuchung. 


fZur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 


Nachtrag zur 3., 4. und 5. Mitteilung 


Von 
Werner Keil und Georg Schiller 


Aus den wiss2nschaftlichen Laboratoci:n der I.G. Farbenindustrie A.G. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1945) 


In der dritten und vierten Mitteilung!) iiber das Verhajiten von 
Fetten aus Fettsaéuren mit ungerader Kohlenstoffatomzahl im tierischen 
Organismus wurde eine Reihe von Versuchsfetten erwahnt, die nur 
zur Halfte aus ungeradzahligen Fettsdéuren bestanden. Die Herkunft 
dieser Fette war jedoch daselbst noch nicht bekanntgegeben worden. 
Wir holen dies nun nach. Es handelte sich namlich um synthetische 
Fette aus Paraffinfettsduren. Die Darstellung dieser Fette ist kurz 
folgendermaBen : 


Paraffin wird bei 100—150° in Gegenwart von Katalysatoren mit Luft ge- 
blasen. Ein Teil des Paraffins oxydiert sich zu Fettsiuren. Diese werden mit 
Natronlauge als Seifen entfernt und mit Mineralsiure aus den Seifenlésungen 
wieder ausgefallt. Die rohen Fettsiuren werden dann destilliert und der Anteil, 
der in der Kettenlange etwa den natiirlichen Fetten entspricht (C,,—C.,), heraus- 
geschnitten. Diese Fettsiuren werden dann mit Glycerin in iiblicher Weise ver- 
estert und raffiniert. 

G 138/140 war aus Rie beck -Paraffin-Fettsiuren hergestellt. worden. Die 
rohen Fettsaéuren enthielten noch eine gewisse Menge héher oxydierter Sauren, 
besonders Dicarbonsiuren (etwa 3—4%), Oxy- und Ketosauren. Das fertige 
Fett wurde zur Aufhellung der Farbe hydriert. 

G 137 war aus Fischer -Paraffin-Fettsiuren hergestellt. Auch diese Fett- 


2 jsiuren waren nicht weiter gereinigt, enthielten also noch héher oxydierte Sauren. 


Das Fett wurde zur Aufhellung der Farbe noch hydriert. 

G 284 war aus TTH-Paraffin-Fettsiuren (Tieftemperatur-Hydrierungs - 
Paraffin, einem Paraffin, das durch Hydrieren von Braunkohle resp. Braun- 
kohlenteer gewonnen wird), hergestellt. Auch diese Fettsiuren waren nicht 
weiter gereinigt. 

G 301 war aus denselben TTH-Paraffin-Fettsiuren wie G 284 gewonnen, 
doch wurden die Fettsiuren vorher noch durch Chromatographie iiber Kie- 
1) Diese Z. 274 (1942) u. 274, 186 (1942). 

10* 
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selgel?) von den héher oxydierten Siuren besonders den Dicarbonsiuren weit- 
gehend befreit. Das fertige Fett wurde zur Aufhellung der Farbe noch hydriert. 

G 236 war aus demselben Ausgangsmaterial wie G 137 dargestellt. Die 
Fettsiuren wurden jedoch wie bei G 301 durch Chromatographie gereinigt. 

G 405 war aus TTH-Paraffin gewonnen, doch wurde das verwendete Paraf- 
fin vorher umkristallisiert. Hierbei gehen die verzweigten Paraffine weitgehend 
in das Filtrat, so daB die gewonnenen Fettsiuren praktisch frei von verzweigten 
Fettsiuren sind. Auch diese. Fettsiuren wurden durch Chromatographie von 
hoher oxydierten Sauren befreit. 

G273a. Die Fettsiuren hierzu wurden aus reinem, synthetisch dargestelltem 
Eikosan C,,H,, durch Oxydation gewonnen. Die Fettsiuren konnten also keine 
verzweigten Fettsiuren enthalten. Das daraus dargestellte Fett (G 289) zeigte 
eine Ausscheidung von 1,46 +- 0,2. Die Ausscheidung konnte also nur von héher 
oxydierten Saiuren hervorgerufen sein. Tatsichlich zeigte das Fett G 273a, dessen 
Fettsiuren durch Chromatographie noch von diesen héher oxydierten Sauren 
befreit waren, eine Ausscheidung, die innerhalb der Grenzen natiirlicher Fette lag. 

G 118/119. Die Fettsiuren dieses Fettes waren aus Riebeck -Paraffin 
dargestellt. Das Fett entsprach etwa dem Fett G 138/140. 

In der fiinften Mitteilung wurde die Synthese der y-Athyl-korksaure durch 
sain ag Prey gte rp von B-Athyl- adipinsaure beschrieben; dazu sei nachzutragen: 

Die B-Athyl-adipinsaure bildet in reinem Zustande farblose, in Wasser leicht 
lésliche Kristalle vom Schmp. 61—62° (unkorr). 


C,H,,0,. Ber. C 55,1, H 8,1, Mol.-Gew. 174,1. 
Gef. C 54,8, H 7,7, Mol.-Gew. 174,0. 


AuBer der £-Athyl-adipinsiure wurde noch die a-Athyl-adipinsiure aus y-Brom- 
buttersiuredithylester mit Hilfe der Malonestersy nthese dargestellt. Die a- 
Athyl-adipinsaure bildet in Wasser leicht lésliche farblose Kristalle vom 
Schmp. 55—56°. 


C,H,,0,. Ber. Mol.-Gew. 174,1, gef. 174,4. 


Weiter wurde die a-Athyl-korksaure aus e-Brom-capronsiureathylester 
mit Natriummalonester analog der a-Athyl-adipinsiure dargestellt. Sie bildet 
farblose, leichtlésliche Kristalle vom Schmp. 68—70°. 


C,oH,.0,. Ber. Mol.-Gew. 202,1, gef. 206,8. 


Es wurde noch versucht, die f - At hyl-korksiaure aus a- -Athy]- adipinsiure 
analog der Synthese der y-Athy] -korksiure durch Kettenverlingerung von a- 
Athyl-adipinsaure zu gewinnen. Die Siure konnte aber bisher nicht kristallisiert 


erhalten werden. 


2) Die Entfernung der héher oxydierten Siuren bzw. der Dicarbonsiuren 


durch Chromatographie wurde bei uns von Dr. B. Wei8 ausgearbeitet und fiir 


diese Fettsiuren von Dr. Pilch ausgefiihrt. 
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Zur Kenntnis der Fette aus Fettséuren 
° mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 


6. Mitteilung 


n Von 
Werner Keil 


Aus den wissenschafilichen Laboratorien der I.G. Farbenindustrie A.G. 




































le (Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1945) 


Weitere Untersuchungen iiber das Verhalten verzweigter 
“- Fettsiuren im Organismus') 


Die Verfiitterung methylverzweigter Fettsaéuren, a-Methyl-dodecan- 
siure, /-Methyl-dodecansiure und 6-Methyl-dodecansiaure, als Tri- 
he glyceride an Hunde hatte ergeben, daB diese Séuren im Organismus nur 
n: eine geringe Erhéhung der harnpflichtigen sauren Stoffwechsel-End- 
ht produkte gegeniiber der unverzweigten Dodecanséure oder Tridecan- 
siure bewirkten. Dagegen schieden athylverzweigte Fettsiuren — 
y-Athyl-octansaure, 6-Athyl-nonansaure und ¢-Athyl-decansiure —, als 
Triglyceride verfiittert, groBe Mengen atherléslicher saurer Stoffwechsel- 
Endprodukte im Harn aus. Aus den Ausscheidungsprodukten der 
y-Athyl-octansaure und der ¢e-Athyl-decansiure konnte y-Athyl-korksaure 
ym isoliert werden, wahrend die 6-Athyl-nonansaure nur f-Athyl-heptan- 
siure als Abbauprodukte lieferte. Die athylverzweigten Fettsauren 
werden also im Organismus nur recht mangelhaft verbrannt; wir haben 
Ausscheidungen an sauren atherléslichen Stoffen bis iiber 50% des 
Gewichts des verfiitterten Triglycerides beobachtet. Diese Triglyceride 
waren zur Verfiitterung stets mit Cocosfett 1:3 verschnitten worden, 
wahrend die methylverzweigten Fettsauretriglyceride als reine Sub- 
stanzen direkt gegeben worden waren. Auch das neuerdings von uns ver- 
ure fiitterte y-Methyl-dodecansauretriglycerid zeigte, rein -verfiittert, keine 
| a groBere Ausscheidung (2,8 g/100 g gefressenes Glycerid) als die in B- oder 
6-Stellung substituierten Isomeren. Ganz anders verhielt sich die Sub- 
stanz nach Verschneidung mit Cocosfett (1:3). So verfiittert an Hunde, 
~_ schied das 6-Methyl-dodecansauretriglycerid fast die gleiche Menge 
fiir (ca. 35 g/100 g gefressenes Glycerid) atherléslicher saurer Harnbestand- 
teile aus wie die athylverzweigten Fettséuren. Wir haben fiir dies 
Verhalten bisher keine Erklarung. Aus den Harnextrakten lieB sich 
ohne Schwierigkeiten eine: Methylsebacinsaéure isolieren. Es handelt 
sich um a- oder y-Methyl-sebacinséure; mit der Synthese der beiden 
unbekannten Saéuren sind wir beschaftigt. 

Wir haben weiter eine Reihe von propylverzweigten Fettséuren 


1) 3. Mitteilung, diese Z. 274, 175 (1942), 5. Mitteilung, diese Z. 276, 26 
(1942). 
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dargestellt und als Triglyceride, mit Cocosfett 1:3 verschnitten, an 
Hunde verfiittert, namlich die a-Propyl-pentansaure, f-Propyl-hexan- 
sdure, y-Propyl-heptansaure, 6-Propyl-octansaure, e-Propyl-nonansaure 
und ¢-Propyl-decansdiure. Die Ausscheidung an sauren Aatherléslichen 
Harnbestandteilen betrug zwischen 10 und 25% des verfiitterten Gly- 
cerides, war also etwas geringer als bei den untersuchten athylverzweig- 
ten Fettsauren. 

Die Aufarbeitung der Harnextrakte brachte folgendes Ergebnis: die 
a-Propyl-pentansaure, /-Propyl-hexansaure, y-Propyl-heptansaure und 
6-Propyl-octansaure passieren zum Teil den Organismus unzersetzt. Die 
héheren Saéuren unterliegen der f-Oxydation und werden dann zum 
Teil als niedere verzweigte Fettsiuren ausgeschieden. So wird y-Propyl- 
heptansaure zu a-Propyl-pentansaure, 6-Propyl-octansaure zu f-Propy]- 
hexanséure, ¢-Propyl-nonansiure zu y-Propyl-heptanséure und die 
¢-Propyl-decansaéure zu f-Propyl-hexansaure abgebaut. In den héher 
siedenden Anteilen der Ausscheidungsprodukte befinden sich wahrschein- 
lich noch propylverzweigte Dicarbonsauren, deren Reindarstellung bis- 
her noch nicht gelang. Die angewandten propylverzweigten Fettsauren 
wurden also im Organismus des Hundes ebenfalls nur sehr mangelhaft 
abgebanut und wurden zu einem grofen Teil als niedere verzweigte Fett- 
siuren im Harn ausgeschieden. Auch die f-Athyl-heptansaure, die als 
Abbauprodukt der 6-Athyl-nonansiure aufgefunden worden war, passiert 
den Organismus zum Teil unzersetzt, ahnlich wie die f-Propyl-hexan- 
siure. Auffallig bleibt weiter, daf der Organismus nach Belastung mit 
verzweigten Fettsiuren noch eine groBe Menge nicht kristalliner saurer 
Harnbestandteile ausscheidet, die weder verzweigte’ Fettséuren noch 
verzweigte Dicarbonsaéuren sind, und deren Konstitution bisher nicht 


aufgeklart werden konnte. 


Experimenteller Teil 


1. Darstellung der propylverzweigten Fettsiuren 


Als Ausgangsmaterial diente Dipropylcarbinol, (C;H,),CHOH. Durch Uber- 
fiihrung des Alkohols in das Bromid und nachfolgende Malonester- oder Cyanid- 
synthese wurde die jeweils um 2 bzw. 1 C-Atom lingere verzweigte Fettsauren 
gewonnen. Die Darstellung ist also ganz ahnlich wie bei der frither beschriebenen 
Gewinnung (a. a. O.) der ithylverzweigten Fettsiuren. Es eriibrigt sich deshalb, 
eine eingehende Beschreibung der Darstellung, die aus den Formelbildern ohne 


weiteres ersichtlich ist?): 


C,H.\ i C,H... 
C.H Til IV 
3”? SCHBr > 
C3H,/ 
C,H. ‘ C,H.\. 
— CH Pn > OH gi ieaien 


2) Diese Sauren sind in der Literatur noch nicht beschrieben. 
























Bd. 282 (1947) Zur Kenntnis der Fette 139 






































% CHNcH.(CH,),-CN> °s4:\cH.(cH,,-COOH 
n- C,H, C,H,/ 
“i Pl vu Ix 
“ Cat? CH - [CH,]pBr 
aaa 

: C,H . C,H ‘ 
y- VIENNA (2H? >CH - (CH,],- COOH * (2H >CH -[(CH,},-C H,OH 
g- x XI > 
lie : 
nd CH cH.(CH,),-CN >  ©4Son.:cH,,-cooH 
ie C,H,/ a4 C,H,7 2l4 

at i XIII XIV 
“4 CoH? >CH - (CH,),Br 
4 ee CH), 
yl. x “i CoH? CH (CH, ],- COOH 
lie XV 
er 
in- 4-Brom-heptan (II). Aus Dipropylcarbinol und HBr. 
18- Sdp.,, 62—63°, farblose Fliissigkeit. 
en 4-Cyan-heptan (III). Aus 4-Brom-heptan mit KCN. Sdp.,, 78—80°, farblose 
aft Flissigkeit. 
tt- a-Propyl-pentansaure (IV). Durch 24-stdg. Verseifen von III mit NaOH. 
als Farblose Fliissigkeit, Sdp.,, 128—130°. C,H,,0,. Mol.-Gew., gef. 143,5, ber. 
ort 144,1. Das Amid der Siure bildet farblose Schuppen vom Schmp. 123—125°. 
n- 6-Propyl-hexansaure (V). Aus II durch Malonestersynthese. Farblose Fliis- 
“t sigkeit vom Sdp., 126°. C,H,,0,. Mol.-Gew., gef. 157,3, 157,2, ber. 158,1. 
- Das Amid der Saure bildet farblose Kristalle vom Schmp. 111°. C,H,,ON. 
rer Gef. N 8,95%. Ber. N 9,06%. Der Methylester siedet bei 76°/6 mm, der 
ch Athylester bei 94°/11 mm. 
ht 3-Propyl-hexananol (VI). Aus dem Methylester von V durch Hydrieren mit 


Kupferkontakt bei 240°. Der Alkohol bildet eine farblose Fliissigkeit vom 
Sdp.,, 106°, Sdp., 92—94°, 
3-Propyl-hexylbromid (VII). Aus VI und HBr. Sédp.,, 98—100". 
3-Propyl-hexyleyanid (VIII). Aus VII mit KCN. Sdp.,, 106°. 


y-Propyl-heptansaure (IX). Farblose Fliissigkeit vom Sdp.,, 150—152°. 
er- C19H90.. Mol.-Gew., gef. 171,6, 171,7, ber. 172,1. 


id 6-Propyl-octansaure (X). Aus VII durch Malonestersynthese, lige farblose 
a Flissigkeit vom Sdp.,. 167°. Der Methylester siedet bei 125°/19 mm. 


‘Ib, C,,H,,0,. Mol.-Gew., gef. 183,0, ber. 186,1. 


hne 5-Propyl-octanol (XI). Aus dem Methylester von X durch katalytische Hy- 
drierung mit Kupferkontakt bei 240°. Farblose Flissigkeit, Sdp.,. 129 
bis 130°. 


5-Propyl-octylbromid (XII). Aus XI mit HBr, farblose Fliissigkeit, Sdp.., 
128—130°. 

5-Propyl-octyleyanid (XIII). Aus XII mit KCN, farblose Fliissigkeit, 
Sdp.,, 135—136°. 

e-Propyl-nonansaure (XIV). Durch Verseifen des Nitrils XIII, dlige Fliissig- 
keit, Sdp.,, 176—177°. C,,H,,0,. Mol.-Gew., gef. 198,7, ber. 200,2. 

¢-Propyl-decansaure (XV). Aus XI durch Malonestersynthese. Olige Fliissig- 

keit, Sdp.,; 195—196°. C,,H.,O,. Mol.-Gew., gef. 214,3, 214,7, ber. 214,2. 
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Darstellung von y-Methyl-dodecansaure 
(Dr. B. Wei8 und Dr. H. Funke) 


CH,-[CH;],-CH-COOH - CH,-(CH,],-CH-CH,OH => 


CH, CH, 

XVI XVII 
CH,-(CH,],-CH-CH,Br > CH,- CH,)},-CH-(CH,],- COOH 
CH, CH, 

XVIII XIX 


a-Methyl-decansaiure (XVI). Aus n-Octylbromid durch Methylmalonester- 
synthese. Farblose Fliissigkeit. Der Methylester (V.Z. gef. 300, ber. 301) 
siedet bei 108—109°/9 mm. 
2-Methyl-decanol (XVII). Aus dem Methylester von XV durch katalyt. Hy- 
drierung bei 280° und 180 Atm. iiber Kupferkontakt, fliissig, Sdp.,, 122°. 
2-Methyl-decylbromid (XVIII). Aus XVII mit HBr, fliissig, Sdp.,, 127°. 
y-Methyl-dodecansaure (XIX). Aus XVIII durch Malonestersynthese. Farb- 
lose Fliissigkeit vom Sdp.,; 142°. C,,H,,O,. Mol.-Gew., gef. 211,9, ber. 
214,2. 
Darstellung der Glyceride 
Die Fettsiure wird mit Glycerin (10% Uberschu8 der berechneten Menge) 
gemengt unter Zusatz von Zinkstaub (1 g/kg Fettsiure). Dann wird das Ganze 
langsam im Vakuum?) im Laufe von 2 Stdn. auf 170° erhitzt, dann weiter 
innerhalb von 3—4 Stdn. auf 210° und hierbei mindestens ] Stde. gehalten. 
Nach dem Abkiihlen wird die 8.Z. bestimmt. Wenn dieselbe noch iiber 6—7 
ist, muB nochmals im Vakuum auf 220—230° einige Stunden erhitzt werden. Das 
erhaltene Glycerid wird dann in iiblicher Weise mit 3-proz. Schwefelsiure bei 
70—80° behandelt. AnschlieBend wird nach Neutralisation und griindlichem 
Auswaschen mit Kohle und Tonsil gereinigt und im Vakuum bei ca. 130° ge- 
dimpft. 
Die so erhaltenen Glyceride bilden farb-, geruch- und geschmacklose Ole 


mit einer S.Z. unter 0,3. 


Gewinnung und Aufarbeitung der Harnextrakte 
(Unter Mitarbeit von Georg Colling) 


Die Glyceride wurden mit drei Teilen Cocosfett verschnitten und an Hunde, 
wie friiher in der zweiten und dritten Mitteilung beschrieben, verfiittert. Der 
quantitativ aufgefangene Urin wurde mit Schwefelsiure angesiuert (5%) und 
dann in der Extraktionsmaschine 17 Stdn. extrahiert. Der vom Ather befreite 
Extrakt wurde in Athylalkohol gelést und mit HCl verestert. Die mit Eis abge- 
schiedenen Ester wurden mit Ather aufgenommen und mit Sodalésung ent- 
siuert. Nach Abdestillieren des Athers wurden die Rohester destilliert. 

18 g Rohester nach Verfiitterung von a-Propyl-pentansauretrigly - 
cerid lieferten bei der Destillation zwischen 100—110°/47 mm etwa 1 cm? Ester. 
Die daraus gewonnene Siure (0,7 g) erwies sich als a-Propyl-pentansiure. 
C,H,,0,. Mol.-Gew., gef. 143,5, ber. 144,1. 

30 g Rohester aus Verfiitterung von 6- Propyl-hexansauretriglycerid 
gaben eine Fraktion von 14,4 zg, die bei 20 mm zwischen 99° und 160° iiberging. 
Sie bestand vorwiegend aus f-Propyl-hexansiureithylester. Der Ester wurde 
verseift und ergab 11 g 6-Propyl-hexansiure vom Sdp.,, 139°. C,H,,0,. Mol.- 
Gew., gef. 156,0, ber. 158,2. 


3) Bei den niedrig siedenden Sauren zuerst ohne Vakuum. 
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Ein Teil der Siure wurde mit Phosphorpentachlorid und Ammoniak in das 
Amid verwandelt. Dies bildete nach Umkristallisation aus Alkohol farblose 
Schuppen vom Schmp. 111°. Ein Mischschmp. mit synthet. 6-Propyl-hexansiure- 
amid zeigte keine Depression. C,H,,ON. Gef. N 8,77, ber. N 9,06. 

33,6 g Rohester nach Verfiitterung von y-Propyl-heptansauretrigly- 
cerid ergab bei der Destillation eine zwischen 90 und 100°/9 mm siedende 
Esterfraktion, deren Saure (3,4 g) sich als a-Propyl-pentansiure erwies. C,H,,0, 
Mol.-Gew., gef. 146,6, ber. 144,2. 





Eine zweite, zwischen 100 und 130° siedende Esterfraktion gab 2,9 g Saure, 
die sich als y-Propyl-heptansiure erwies. C,,H..0,. Mol.-Gew., gef. 167,2, ber. 
172,1. 
19g Rohester aus der Verfiitterung von 6-Propyl-octansauretrigly- 
oY cerid ergaben 1,8 g rohe f-Propyl-hexansiure (Mol.-Gew. 152,9). Der Schmelz- 
)1) punkt des daraus dargestellten Amids stieg nach dreimaligem Umkristallisieren 
auf 110°. Ein Mischschmelzpunkt mit synthetischem /-Propyl-hexansdureamid 
™ zeigte keine Depression. C,H,,ON. Get. N 8,90, ber. N 9,06. 
30 20,1 g Rohester aus der Verfiitterung von e- Propyl-nonansiauretrigly- 
ae cerid ergab bei der Destillation eine Fraktion zwischen 80—100°/13 mm, die 
os als Saiure ein Aquival.-Gew. von 153 zeigte. Leider konnte die Substanz nicht 
b- weiter gereinigt werden, da sie durch Unfall verloren ging. In ihr diirfte a-Propy]- 
er. pentansiure (144,2) vorhanden gewesen sein. Der zwischen 100° und 150° iiber- 
gegangene Anteil der Ester erwies sich als y-Propyl-heptansiureithylester. Der 
Ester wurde verseift und die Siure daraus dargestellt. C,,H.,O,. Mol.-Gew., gef. 
172,1, ber. 172,1. 
ge) 41,9 g Rohester aus der Verfiitterung von ¢- Propyl-decansduretrigly- 
Ize cerid ergaben ca. 4 g rohe f-Propyl-hexansiure vom Sdp.,, 135—138°. Mol.- 
ter Gew., gef. 157,8, ber. 158,1. Das hieraus gewonnene Amid schmolz nach noch- 
. maligem Umkristallisieren bei 111°. Der Mischschmelzpunkt mit synthet. 
ty B-Propyl-hexansiureamid zeigte keine Depression. C,H,,ON. Gef. N 8,82, ber. 
as 9,06. 
bei 34 g Rohester aus der Verfiitterung von y-Methyl-dodecansiuretrigly- 
em cerid ergaben 16,5 g einer Esterfraktion vom Sdp. 150—170°. Dieser stellt den 
ge- noch unreinen Methylsebacinsiureester vor. Er wird verseift, die Séuren 
a werden, wie schon friher beschrieben, mit Natronlauge und Salzsadure in fiinf 
Jle Fraktionen zerlegt*). Aus der Fraktion 2 und 3 kristallisierte die Methylsebacin- 
siure sofort aus. Sie wurde durch Umkristallisation aus Tetrachlorkohlenstoff 
und aus verdiinntem Aceton gereinigt. Aus 6 g roher Siure wurden 2,5 g reine 
Saure erhalten. Der Siure hafteten hartnickig kleine Mengen Begleitstoffe (Se- 
bacinsaiure und Korksiure) an. C,,H..0,. Gef.Aquiv.-Gew. 107,1, C 60,58, H 
9,22. Ber.Aquiv.-Gew. 108,1, C 61,07, H 9,32. Die Methylsebacinsiure — a-Me- 
de, thylsebacinsiiure oder y-Methyl-sebacinsiure — bildet farblose, in Wasser, Alko- 
Der hol oder Aceton leicht lésliche Kristalle vom Schmp. 82°. 
ind 24,4 g Rohester der Verfiitterung von 8-Athyl-heptansauretriglycerid 
“ite gaben ca. 3g eines zwischen 92° und 100°/10 mm siedenden Esters, der den 
Bes rohen £-Athyl-heptansiureithylester darstellte. Die durch Verseifung daraus ge- 
nt- wonnene freie 8-Athyl-heptansiure zeigte ein Mol.-Gew. von 154,2 (Ber. 158,2). 
Sie wurde mit Hilfe von Phosphorpentachlorid und Ammoniak in das Amid ver- 
ly - wandelt. Dieses schmolz nach mehrmaligem Umkristallisieren bei 82° (reines 
ter. B-Athyl-heptansiureamid: 84°, Misch-Schmp. 82—83°). C,H,,ON (157,2) Ber.: 
ure. C 68,7, H 12,18, N 8,91. Gef.: C 68,46, 68,50; H 12,08, 11,94; N 8,76, 8,81. 
. Eine weitere zwischen 151—153° siedende Fraktion der Rohester wurde mit 
rid Natronlauge und Salzsiure in der friiher beschriebenen Weise in sechs Fraktionen 
ing. unterteilt, ohne da8 kristallisierende Substanzen isoliert werden konnten. Eine 
inde dieser Fraktionen zeigte ein Aquivalentgewicht von nur 99,1; in ihr kénnte 
ol.- vielleicht eine Dicarbonsiure vorhanden sein (§-Athyl-pimelinsiure wiirde ein 


Aquivalentgewicht von 94,1 verlangen). 
4) Diese Z. 274, 184 ff. (1942). 
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Zusammenfassung 


1. Die verzweigten Fettséuren a-Propyl-pentansaure, /-Propyl-hexan- 
siure, B-Athyl-heptansaure, y-Propyl-heptansaure, 6-Propyl-octan- 
sdure, e-Propyl-nonansaure, ¢-Propyl-decansaure und y-Methyl-dode- 
cansaure wurden als Triglyceride an Hunde verfiittert. 

2. Aus den Harnen der Versuchshunde wurden verzweigte Fettsauren 
wiedergewonnen bzw. ihre Abbauprodukte isoliert. Die a-Propyl- 
pentansaure, B-Athyl-heptansaure, $-Propyl-hexansaure und y-Propyl- 
heptanséure passieren zum Teil den Organismus unzersetzt. Die 
y-Propyl-heptansiure wird zum Teil zu a-Propyl-pentansaure, die 
6-Propyl-octansaure zu £-Propyl-hexansaure, die ¢-Propyl-nonansaure 
zu y-Propyl-heptansaéure und die ¢-Propyl-decansdure zu /-Propyl- 
hexansaure abgebaut. 

3. Die y-Methyl-dodecansdure wird teilweise als Methylsebacinsdure 
ausgeschieden. 


Uber das die -Oxyphenylbrenztraubensiure abbauende Ferment 
Von 
K. Felix und H. Schaefer 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt am Main 
(Mit Mitteln der William G. Kerckhoff-Stiftung zu Bad Nauheim ausgefiihrt) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Dezember 1944) 


Nach den bisherigen Ergebnissen') wird /-Tyrosin durch mindestens 
zwei Fermente abgebaut. Das eine, vorliufig Tyrosinoxydase I genannt, 
findet sich in der Niere (Ratte, Schwein) sowie in der Leber (Ratte) 
und dehydriert nur /-Tyrosin zu einem noch unbekannten, vielleicht 
chinoiden Produkt unter Verbrauch von einem Atom Sauerstoff. Das 
andere, Tyrosinoxydase II, ist in seiner Spezifitit weniger begrenzt, 
kommt nur in der Leber vor (Ratte) und oxydiert das Dehydrierungs- 
produkt des /-Tyrosins weiter zu Acetessigsiure, Kohlendioxyd und 
Alanin. AuBerdem baut es p-Oxyphenylbrenztraubensiure zu Acetessig- 
siure und Kohlendioxyd ab. An Stelle des Alanins entsteht hierbei 
vermutlich Brenztraubensiure oder Milchsiure. 

d-Tyrosin wird erst durch die d-Aminosiureoxydase zu p-Oxyphe- 
nylbrenztraubensiure desaminiert und dann wie diese weiter zerlegt. 

Die Versuche, iiber die jetzt berichtet werden soll, befassen sich 
mit dem Ferment, das die p-Oxyphenylbrenztraubensiure abbaut, der 
Tyrosinoxydase II also. Als Ausgangsmaterial diente der Brei von 
Rattenlebern. 


1) Diese Z. 247, 141 (1937). 
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Das Ferment la8t sich nicht extrahieren, auch nicht nach voraus- 
gegangener Autolyse, weswegen eine fiir alle Versuche gleichmaBig her- 
gestellte angereicherte Suspension von Leberzellen verwandt wurde. 
Diese Suspension baut, wie der Brei selbst, die p-Oxyphenylbrenz- 
traubensaiure unter Verbrauch von 3 Atomen Sauerstoff pro Molekiil 
ab und wirkt am besten bei py 7,6. Sauere Reaktion (py 3—5) und 
Autolyse schidigen das Ferment. 

Auch Pharmaka und aromatische Nitrokérper, von denen man zum 
Teil aus klinischer Erfahrung und pharmakologischen Beobachtungen 
weiB, daB sie die Leberfunktion beeintrichtigen, hemmen cder inakti- 
vieren das Ferment. Die Substanzen wurden den Versuchen zugesetzt 
und bestimmt, um wie viel weniger, gemessen am Sauerstoffverbrauch, 
die p-Oxyphenylbrenztraubensiure in ihrer Gegenwart abgebaut wurde. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle kurz zusammengefaBt. 


Prozentuale Hemmung des Abbaus der 


Substanz p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
fh 0) 010 one Fa a 51 
Neosalvarsan. . ....... 57 
m-Dinitrobenzol. . . ... . 122 
p-Dinitrobenzol . . . . . . . 24 
EEURUTOKVION . 9. 5 Sk ks (— 154) 
arimtrouemol gw wk (— 129) 


Vom Neosalvarsan weiB man schon lange, daB es die Leber schi- 
digt, vom Atebrin hat man es vermutet. Aus pharmakologischen Ver- 
suchen ist bekannt, daB das m-Dinitrobenzol giftiger als das p-Derivat 
ist. Dasselbe ergibt sich auch aus unseren Versuchen; p-Dinitrobenzol 
vermindert den Abbau der p-Oxyphenylbrenztraubensiure rund um ein 
Viertel. Die m-Verbindung unterdriickt ihn vollstindig und hemmt 
dariiber hinaus auch noch die Leeratmung der Suspension. 

Uberraschenderweise hemmen Trinitroxylol und Trinitrotoluol nicht 
nur nicht die Oxydation der p-Oxyphenylbrenztraubensiure, sondern 
steigern sogar den Sauerstoffverbrauch, indem sie direkt auf die Keto- 
siure einwirken. Wenn man sie namlich allein mit den beiden Nitro- 
kérpern reagieren li8t, dann verzehrt sie ebenfalls Sauerstoff, und zwar 
in Gegenwart von Trinitroxylol zwei Atome und in Gegenwart von 
Trinitrotoluol-ein Atom. Eine eventuelle Schidigung des Ferments 
wiirde durch diese direkte Reaktion verdeckt werden. Um zu priifen, 
ob sie dennoch vorhanden ist, behandelten wir die Ratten selbst mit 
den Substanzen, stellten aus ihren Lebern die Suspension her und lieBen 
diese auf p-Oxyphenylbrenztraubensiure einwirken. So konnte eindeutig 
gezeigt werden, daB Trinitrotoluol die Leber bzw. die Tyrosinoxydase II 
schidigt. Tiere, denen im Verlauf von fiinf Tagen 20 mg unter die Haut 
gespritzt worden waren, gaben eine Lebersuspension, die die Testsiure 
unter Verbrauch von weit weniger als einem Atom oxydierte. Ahnlich 
wirkte m-Dinitrobenzol, von dem nur 3 mg injiziert werden muBten. 
12 und 16mg, im Verlauf von drei bzw. zwei Tagen gegeben, téteten 

















144 K. Felix und H. Schaefer, Bd. 282 (1947) 


die Tiere bereits. 5-7-Dinitro-isatin, von dem ungefahr 10 mg injiziert 
worden waren, hebt die Oxydation der p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
ganz auf. Die ungiinstige Wirkung von Atebrin und Neosalvarsan auf die 
Leber zeigt sich auch auf diese Weise wieder. Von beiden setzten 24 mg, 
in 3—6 Tagen gegeben, den Sauerstoffverbrauch auf weniger als ein 
Atom pro Molekiil p-Oxyphenylbrenztraubensiure herab. Mit dieser 
Anordnung kann man somit priifen, welche Stoffe die Leber schadigen. 


Beschreibung der Versuche 


Auf Grund der Erfahrungen, die V oigt*) bei der Herstellung von Organ- 
schnitten gewonnen hat, wurden die Lebern sofort in eine eisgekiihlte und mit 
Sauerstoff gesittigte, phosphathaltige Krebssche Lésung gebracht, dann zer- 
kleinert, die Versuche, wie friiher!) beschrieben, angesetzt, aber das Toluol 
durch méglichst aseptisches Arbeiten ersetzt. 

Zunichst haben wir den Brei wieder auf p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
(p-Opbs) bei pu 7,6 einwirken lassen. In allen nachfolgenden Tabellen ist der 
Verbrauch von Sauerstoff in mm* angegeben und auf Normalbedingungen 


reduziert. 
Hauptversuch 705,5 — 527,6 Mittel (616,6) 5. 
I.Teerversuch 352.4 429,4 364.9 Mittel 389,9 Differenz 234,4 ~ 20 


Hauptversuch 1082,4 1043,5 1082,8 Mittel 1069,5 s 

Il-Teerversuch  — 805,3. 724.8 Mitel (765,1) Differenz 304,4 > 20 

Fir den Verbrauch von 1, 2 und 3 Sauerstoffatomen durch 2 mg p-Opbs 
ergeben sich folgende berechnete Werte: 124,5 mm, 249,0 mm® und 373,5 mm? 
(wieder auf Normalbedingungen bezogen). Die Ergebnisse dieser beiden Ver- 
suche liegen also zwischen 2 und 3 Atomen. Die weiter unten mitgeteilten Ver- 
suche erreichen mebrfach 3 Atome und bestitigen damit die friitheren Ergeb- 
nisse!), 
Da p-Opbs nur 3 Atome Sauerstoff verzehrt und nicht 4 wie das Tyrosin’), 
kann bei ihr nicht einfach die Seitenkette als solche abgespalten werden; denn 
wiirde Brenztraubensiure entstehen, dann verhielte sie sich analog dem Tyro- 
sin, das Alanin liefert, und miiBte ebenfalls 4 Atome Sauerstoff verbrauchen. 
Es muB8 vielmehr in ihr die erste Stufe der Oxydation vorweg genommen sein, 
d. h. in ihr ein dem Dehydrierungsprodukt des Tyrosins ahnliches Gebilde vor- 
liegen. Vorlaufig lieBe sich das mit der Annahme erkliren, daB die p-Opbs sich 
durch intramolekulare Verlagerung von Wasserstoff leicht in eine chinoide Form, 
in Chinonmilchsaiure umlagert. 


Fo aa, 
HO-€ —_) Cis 00- COOH =0: \ : CH « CH(OH)- COOH. 
\ y 


Nur diese wiirde dann vom Ferment angegriffen. Fir diese Umlagerung 
spricht, daB feste und geléste p-Opbs sich allmahlich braun firben. 

Unter den Abbauprodukten des /-Tyrosins und der p-Opbs sind bis jetzt 
2 Mol. Kohlendioxyd nachgewiesen worden. Sie kénnen nicht beide direkt dem 
Abbau der beiden Substrate entstammen; denn dafiir reicht der Sauerstoffver- 
brauch nicht aus. Wahrscheinlich entsteht das eine Molekiil, wie schon friiher 
vermutet, erst nachtraglich aus der Acetessigsiure und es wird an seiner Stelle 
vielleicht Formaldehyd aus dem Molekiil abgespalten. 

Extraktionsversuche. Die Lebern wurden zuerst mit eisgekiihlter und 
mit Sauerstoff gesittigter Kochsalzlésung auBerlich abgespilt, dann in ebenfalls 


2) Diese Z. 281, 1 (1944). 
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gekihlte und sauerstoffhaltige m/5-Phosphatlésung vom pu 8 iibergefiihrt und 
mit Quarzsand zu einem freien Brei zerrieben. Der Brei wurde zweimal mit je 
10 ccm und einmal mit 5 ccm der gleichen Phosphatlésung extrahiert. Die ver- 
einigten Extrakte wurden 5 Min. zentrifugiert, die Uberstinde an der Chin- 
hydronelektrode auf pu 7,6 eingestellt und ihre Wirksamkeit gepriift. 

Fiir jeden Hauptversuch wurden 3 ccm Extrakt (pH 7,6) und 2,0 ccm der 
0,1-proz. Lésung von p-Opbs verwandt; bei den Leerversuchen statt letzterer 
2,0 cem Puffer. Die AbsorptionsgefiBe enthielten 1,0 cem 50-proz. KOH. Tempe- 
ratur 37,5°. 

Praktisch zellfreier, bei 5000 Umdrehungen gewonnener Extrakt. Dauer: 
90 Minuten. 

Hauptversuche 53,8 53,2 69,1 Mittel 58,7 ‘ 
‘ Leerversuche 70,8 62.7. 60.9 Mittel 64,6 Differenz 


In gleicher Weise angesetzter Extrakt. Dauer: 2 Stunden 


Hauptversuche 5,4 23,3 22,6 Mittel 17,1 r on 
II. Leerversuche 20,6 16,8 19,5 Mittel 18,9 Differenz = 0 
Ebensowenig bauten durch Kieselgur filtrierte Extrakte oder aus mit Ather 

behandeltem Leberbrei gewonnene Extrakte die p-Opbs ab. 

Im folgenden Versuch wurde der ,,Extrakt‘‘ nicht zentrifugiert, sondern 
dekantiert, aber sonst gleichartig angesetzt. Dauer: 3 Stunden. 


Hauptversuche 1197,5 845,8 757,9 Mittel 933,7 . 95 ‘ 
Leerversuche  510,0 5328 701.6 Mittel 581,5 Differenz 352, 2 ~30 


Fir die folgenden Versuche wurde stets eine ,,angereicherte Suspension‘ 
beniitzt, die so gewonnen wurde, daB die, wie oben angegeben, zerriebenen und 
mit Phosphatpuffer versetzten Lebern bei niederer Tourenzahl 5 Min. zentri- 
fugiert wurden. Es bildeten sich dabei folgende Schichten aus: ein rétlicher und 
triiber Uberstand und ein Sediment. Letzteres enthielt zuunterst eine weiBe 
Schicht, die im unteren Teil aus Quarzsand und im oberen Teil aus Binde- 
gewebe bestand. Dariiber lag eine tief dunkelrote Schicht von Blutresten. Zwi- 
schen diesen und dem Uberstand war eine rétlich graue Masse. Durch vorsich- 
tige Bewegungen wurde diese letztere, aber nicht die Blutreste, in den Uberstand 
aufgewirbelt. Diese zellhaltige, aber von groben Partikelchen befreite Suspension 
wurde fiir die Versuche verwandt. Die im Sediment verbliebenen Riickstinde 
wirkten nur wenig, wie sich aus folgendem Versuch ergibt. 

Vier gleiche Teile des Riickstands wurden in je 3 cem Phosphatpuffer auf- 
geschwemmt. Von der zellhaltigen Suspension wurden je 2 ccm beniitzt; pH 7,6; 
Dauer 90 Minuten. 

e Hauptversuch 328,8 357,8 Mittel 343,3 ,. 
Riickstand ceuiennads 246,2 240,0 Mittel 243,1 Differenz 100,2 < 10 


. Hauptversuch 1323,2 — . Bola 
Suspension lata, 26 — Differenz 388,6 ~ 30 

Im folgenden Versuch wurde der Leberbrei dreimal extrahiert (zweimal mit 
je 10 ccm und einmal mit 7 ccm). Sonst war er gleich angesetzt. 


ss Hauptversuch 79,3 73,4 Mittel 76,4 . cg 
Rickstand Leerversuch 48,4 32,0 Mittel 40,2 Differenz 36,2< 10 


: Hauptversuch 735,0 . 
Suspension ieceversech  414,1 Differenz 320,9 < 30 
Schidigung durch saure Reaktion. Im ersten Versuch wurde nur 
eine Leber mit m/5-Puffer vom px 3,5 extrahiert. Fiir die Ansitze wurde die 
Reaktion wieder auf 7,6 eingestellt. 
Tr Hauptversuch 6,7 7,5 
Riickstand Leerversuch 4,6 


Hauptversuch 8,1 


Suspensi 
P on Leerversuch 4,9 
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Im folgenden Versuch wurde mit m/5-Phosphat vom pu 5 extrahiert und 
nur die Suspension verwandt; Dauer 2 Stdn., 30 Minuten. 


Hauptversuch 223,3 248,8 239,1 Mittel 237,1 
Leerversuch 141,6 161,8 153,9 Mittel 152,4 


Schédigung durch Autolyse. Eine zarkleinerte Leber wurde kurz 
zuvor in sauerstoffhaltiger Kochsalzlésung 30 Min. bei 37,5° stehen gelassen. Im 
zweiten Versuch wurde wihrend der Autolyse Sauerstoff durch den Brei geleitet, 
um eine eventuelle Schidigung durch Sauerstoffmangel auszuschalten. 


Hauptversuch 367,3 367,5 349,8 Mittel 364,0 
* Leerversuch 342,9 335,0 335,9 Mittel 337,9 


Hauptversuch 180,2 181,1 180,2 Mittel 180,5 
* Leerversuch 123,1 135,4 153,0 Mittel 137,2 


Spezifitat. In der folgenden Serie wurden 2 Hauptversuche mit 2,0 ccm 
einer 0,1-proz. Lésung von /-Tyrosin und 2 Leerversuche angesetzt; Dauer 2 Stdn., 
30 Minuten. 


Hauptversuch 1078 1070 Mittel 1074 
Leerversuch 849 848 Mittel 848,5 


Die Suspension wirkt auf /-Tyrosin schwiicher als der Leberbrei selbst, mit 
dem in den friiheren Versuchen /-Tyrosin 4 Atome Sauerstoff verbraucht hatte. 
Ein zweiter aihnlich angesetzter Versuch hatte das gleiche Ergebnis. Aus auBeren 
Griinden war es leider nicht méglich, noch weitere Versuche in dieser Richtung 
anzustellen, die bewiesen hitten, daB das Ferment, welches die /-Aminosiure 
zuerst angreift, nicht so leicht mit in die Suspension geht. 


Differenz 84,7< 10 


Differenz 26,1 < 10 


Differenz 43,3 << 10 


Differenz 225,5 ~ 20 














Hemmungs- Hemmungs- Haupt- Leer- Hemmung 
substanz, Dauer versuch versuch versuch % 
1 Atebrin 233,0 213,7/262,0 295,7/161,3  177,5 51 
*2Z Stdn. 30 Min. | Mittel: 223,4| Mittel: 278,9}] Mittel: 169,4 
9 Neosalvarsan |419,0 455,0/588,0 608,0} — 315,0 57 
“* 2 Stdn. 30 Min. | Mittel: 437,0| Mittel: 598,0} — 315,0 


m-Dinitrobenz. |522,0  583,0]| 696,0 


3 725,0|585,0 577,0 122 
*2 Stdn. 30 Min. | Mittel: 552,5| Mittel: 710,5) Mittel: 581,0 

4 p-Dinitrobenz. |573,0 559,0|621,0 624,0 | 411,0 368,0 24 
“45 Min. Mittel: 566,0| Mittel: 622,5| Mittel: 389,5 


2.4.6-Trinitro-|577,0  561,0/}423,0 414,0/332,8  309,0 
* 1.3-xylol; 2 Std.| Mittel: 569,0| Mittel: 418,5| Mittel: 320,5 


or 





6 Dasselbe 568,0 498,01334,0 384,0/241,0 234.0 
“mit 10 mg Mittel: 533,0| Mittel: 359,0| Mittel: 237.5 
~ Trinitrotoluol |328,0 289,0|)226,0 215,0|166,0  138,0 
"* 45 Min. Mittel: 308,5|Mittel: 220,5| Mittel: 152,0 




















Hemmungsversuche in vitro. Die Versuche wurden im allgemeinen 
so angesetzt: von einer oder zwei Rattenlebern wurde die Suspension bereitet 
und von ihr je 3,0 cem fiir 4 Hauptversuche und 2 Leerversuche verwandt. 
Zu 2 der 4 Hauptversuche wurde neben den 2 ccm der 0,1-proz. Lésung von 
p-Opbs noch 1 mg des zu priifenden Gift- bzw. Hemmungskérpers in 1 ccm 
Pufferlésung gegeben und zu den beiden anderen nur die p-Opbs. Zur Berech- 
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nung der Hemmung wurde vom Mittel der zusammengehérenden Hauptversuche 
das Mittel der Leerversuche abgezogen. Der Betrag, um den der Sauerstoff- 
mehrverbrauch in den Hauptversuchen mit Hemmungssubstanz (,, Hemmungs- 
versuch‘‘) gegeniiber denen mit p-Opbs allein vermindert ist, gibt ein MaB fir 
den Grad der Hemmung ab. Er wurde in Prozente des Sauerstoffmehrverbrauchs 
des nicht gehemmten Hauptversuches umgerechnet. 

m-Dinitrobenzol hemmt nicht nur die Oxydation der p-Opbs, sondern auch 
die normale Gewebsatmung. 

Bei den Versuchen mit m- und p-Dinitrobenzol fiel noch der zeitliche Ver- 
lauf der Atmung auf. Es dauerte einige Minuten, bis die beiden Nitrobenzole zu 
wirken begannen, wahrscheinlich deswegen, weil sie sich in Wasser nicht lésen 
und weil sie nach W. Lipschitz’) erst zu den eigentlich wirksamen Verbindungen, 
dem m-Nitrophenylhydroxylamin bzw. dem p-Nitrophenylhydroxylamin, redu- 
ziert werden miissen. 
























































m-Dinitrobenzol p-Dinitrobenzol 
Dauer seed Hauptvers.| Leervers. ieee ak Hauptvers.| Leervers. 
1—15 Min. 216,5 243,4 146,8 428,0 384,5 183,5 
16—30 Min. 68,9 149,0 147,7 88,8 10757 94,5 
31—45 Min. 47,0 55,1 50,9 43,6 130,7 Ls 
a Hauptversuch Leerversuch Differenz 
1. Trinitrotoluol 174,0 196,0 184,0 | 164,0 172,0 187,0 10.7 
5xje 4 Mittel: 184,7 Mittel: 174,0 ” 
Trinitrotoluol 99,5 99,5 129,0 75,5 84,5 80,3 29.2 
5xje 4 Mittel: 109,3 Mittel: 80,1 a 
3 Stdn. 15 Min. 
Trinitrotoluol 191,0 181,0 202,0] 116,5 111,0 99,7 82.9 
5xje 4 Mittel: 191,3 Mittel: 109,1 ome 
2. Atebrin 118,5 133,0 96,8] 100,5 94,0 99,8 18.0 
6xje 4 Mittel: 116,1 Mittel: 98,1 ‘ 
Atebrin 242,3 215,4 216,4) 164,5 185,5 190,0 43.7 
3xje 8 Mittel: 223,7 Mittel: 180,0 2 
3. Neosalvarsan 266,4 286,0 274,5] 224,0 23),5 — 47.8 
6xje 4 Mittel: 275,6 Mittel: 227,8 “° 
4. 5.7-Dinitroisatin | 207,0 207,0 206,0] 219,0 202,0 — 
ungefaihr 10 mg Mittel: 207,0 Mittel: 210,5 
5. m-Dinitrobenzo! | 304,0 325,0 — | 270,0 263,00 — 48.0 
3 mg Mittel: 314,5 Mittel: 266,5 me 




















Trinitroxylol und Trinitrotoluol hemmen nicht nur nicht den Sauerstoff- 
verbrauch, sondern erhéhen ihn. Sie wirken direkt auf die p-Opbs ein, wie die 
beiden folgenden Versuche zeigen. Von Trinitroxylol wurden, je 100 mg und von 
Trinitrotoluol 100, 200 und 300 mg in je 3,0 cem Puffer suspendiert und dazu 


8) Diese Z. 109, 195 (1920). 
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2 cem der 0,1-proz. p-Opbs-Liésung gegeben. Es wurde bei 37,5° geschiittelt 
und der Sauerstoffverbrauch gemessen. Der Leerversuch mit p-Opbs allein ver- 
zehrte keinen Sauerstoff. 


Trinitroxylol 239,0; 188,5; Mittel: 213,8~20 
Trinitrotoluol 134,5; 126,0; 120,0; Mittel: 126,7~10 


Hemmungsversuche in vivo. Da bei den beiden letzten Nitrokérpern 
die Wirkung auf das Ferment von der direkten auf die p-Opbs verdeckt war, 
wurden die Tiere selbst mit den Stoffen behandelt, dann getétet, aus ihrer Leber 
in der iiblichen Weise eine Suspension bereitet und diese gepriift. Die Versuche 
wurden wie die friiheren angesetzt, meist 3 Haupt- und 3 Leerversuche; sie 
dauerten, falls nicht anders angegeben, 2 Stdn. und 30 Minuten. Fir jeden Ver- 
such wurde eine Ratte jeweils die in der Tabelle angegebene Menge (in Wasser 
oder Olivenél) unter die Riickenhaut gespritzt. 


Dis beniitzten Nitrokérper haben uns die Farbwerke in Hochst liebens- 
wirdigerweise zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihnen auch an dieser Stelle 
danken méchten. AuBerdem danken wir der ,,Carl-Bosch-Stiftung* fiir die 
Mittel, die sie uns zur Durchfiihrung der Arbeit zur Verfiigung gestellt hat. 


Zusammenfassung 2 

Das Ferment, welches die p-Opbt abbaut (vorlaiufig Tyrosinoxy- 8 

dase II genannt), kommt nur in der Leber vor, wirkt am besten bei Oo 

pu 7,6 und ist an die Zellstruktur gebunden. Saure Reaktion und F 
Autolyse heben seine Aktivitét auf. Durch Trinitroyxlol, Trinitro- 

toluol, 5-7-Dinitro-isatin, m-Dinitrobenzol und p-Dinitrobenzol sowie el 


auch Atebrin und Neosalvarsan wird es gehemmt. 
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Uber die stirkespaltende und ringschlieBende Wirkung 
des Enzyms von Bacillus macerans 


: Von 
M. Bline und M. Samee 
nach Versuchen von B. Spolenak 
Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Universitat Laibach 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1944) 


Die Starke wird unter dem EinfluB des Enzyms von Bacillus ma- 
cerans bis zu einem gewissen Grade abgebaut, die Bruchstiicke werden 
zu den bekannten Ring-Molekeln der Schardinger-Dextrine geschlos- 
sen!—5), Es erhebt sich die Frage, ob diese beiden Wirkungen einem 
oder mehreren Enzymen zuzuschreiben sind. Beitrage zu diesem 
Problem sollen die nachstehend beschriebenen Versuche bringen. 

Lésungen des Macerans-Enzyms lieBen wir auf Amylosen-Sole®) 
einwirken und verfolgten die Veranderungen bei Verwendung von En- 
zym-Lésungen aus verschieden alten Maceranskulturen nach verschie- 
denen Alterungszeiten bei verschiedenen Temperaturen und bei ver- 
schiedenem py. 

Nach Zusatz der Enzymlésungen sank die Viscositaét der Amylosen- 
sole |), die Jodfarbe ging verloren; allmahlich triibten sich die Reak- 
tionsgemische, es kam zu mehr oder weniger starken Koagulationen 
und unter Umstanden auch zur Kristallisation der Schardinger- 
Dextrine. Wahrend die ersteren Zustandsinderungen regelmaBig beob- 
achtet wurden, trat die Kristallbildung nur unter bestimmten Be- 
dingungen auf. 


1. Die Viscosititsabnahme 


In der vorliegenden Arbeit benutzten wir mit Riicksicht auf die relativ 
geringe Viscositit der Amylosensole ein Ostwaldsches Viscosimeter mit dem 
Wasserwert von 149,6 Sek. bei 28° C. Die Amylosen wurden auf die Versuchs- 
temperatur vorgewirmt und dann die Enzymlésung zugesetzt. Die relative 


1) E. B. Tilden u. C. S. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 61, 2900 (1939). 

2) K. Freudenberg, E. Schaaf, G. Dumpert u. T. Ploetz, Naturwiss. 
27, 850 (1939). 

3) M. Blinc, Arch. Mikrobiol. 12, 183 (1941). 

4) M. Blinc, Kolloid-Z. 101, 126 (1942). 

5) M. Samec, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1758 (1942). 

6) 2% Kartoffelstirke, 1% Stde. auf 120° C erhitzt, elektrodialysiert. 
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Enzymmenge betrug 4 cm* oder 12 cm je 100 cm* Amylosen. 10 cm* der 
Reaktionsmischung wurden viscosimetriert. 

Die Enzymwirkung ist durch den zeitlichen Viscositatsverlauf und 
die erreichte Endviscositait charakterisiert. Wie in einer friiheren Ar- 
beit*) festgestellt und hier bestatigt wurde, liegt das Wirkungsoptimum 
bei etwa 55° C (Abb. 1). Die Enzymwirkung halt bei dieser Temperatur 
am langsten an und die spezif. Viscositat sinkt am starksten ab. 

Die verfliissigende Wirkung kommt am besten bei schwach saurer 
Reaktion (py 5,5—6,5) zum Ausdruck (Abb. 2). 

In diesem Bereich bewegt sich das Eigen-pq des Reaktionsge- 
misches. Es betragt bei Verwendung von Enzymlésungen aus jungen 
Maceranskulturen (4 Tage; 100 cm* Amylosen + 4 cm? Enzym) py 6, 
Enzymldésungen aus 7 Tage alten Kulturen ergeben py 5,5, bei enzym- 
reicheren Reaktionsgemischen (100 cm* Amylosen + 12 cm* Enzym- 
lésung) erreicht es py 6,5. In Mischungen mit py 7,5 beobachtet man 
eine schwache, bei py 4,5 eine deutliche Hemmung. Bei 75° C wirkt 
auch py 5,5 schon ungiinstig (Abb. 2). Durch Altern’) der Enzym- 
lésungen andern sich die Verhaltnisse nicht. 


2. Koagulation 


Mit-dem Macerans-Enzym abgebaute Amylosensole scheiden im 
allgemeinen nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur innerhalb von 
24 Stdn. ein weiBes Koagulum aus®). Die relative Menge der ausge- 
schiedenen Substanz hangt von den Abbaubedingungen ab. Aus An- 
satzen, welche auf 100 cm? Amylosensol 4 cm? Enzymlésung (aus einer 
4 Tage alten Kultur) enthalten, fallen 54—67°% der urspriinglich in 
Lésung gewesener Substanz aus. Bei Ansatzen, welche reicher an En- 
zym sind oder aktivere Enzymlésungen enthalten (z. B. aus 7 Tage 
alter Kultur) ist die koagulierte Substanzmenge kleiner (18—22%). 
Unter den giinstigen Bedingungen hydrolisierte Amylosensole (Substrat : 
Enzym = 100 : 12, py 6,5, 7’ 28 oder 55° C) scheiden sich aber an Stelle 
des amorphen Koagulums vierseitige Prismen aus. 


3. Nachweis der Schardinger-Dextrine 


Die Anwesenheit der Schardinger-Dextrine weist man in den 
Hydrolysaten nach E. B. Tilden und C. 8. Hudson nach, indem man 
je 3 Tropfen des Reaktionsgemisches einen Tropfen »/20-Jodjodkalium 
zusetzt. Nach Verdampfen der Fliissigkeit sieht man bei Anwesenheit 
der genannten Dextrine im Mikraskop die charakteristischen blau oder 
rotvioletten Kristallchen. Auf diese Weise iiberpriiften wir alle unsere 
Hydrolysenansatze (etwa 50), und zwar gleich nach Erreichen der 
Viscositatskonstanz sowie nach 1 bzw. mehreren Tagen. Ausnahmslos 
fanden wir die schénen blauen sechsseitigen Tafelchen nur in dem An- 


7) 20—39 Wochen im Frigidaire unter Toluol. 
8) Bei lingerer Beobachtung wurde die Lésung mit Toluol i:berschichtet. 
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Abb. 1. Abbau bei verschiedener Temperatur. Ansatz 100 cm* 0,5-proz. Amylosen, 
4cm* Enzym aus einer 7 Tage alten Kultur py 5,5. 
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Abb. 2a—c. EinfluB8 der H-Ionenkonzentration auf den Viscositaitsverlauf. Ansatz: 100 cm®* 

0,47 proz. Amylosen + 4 cm* Enzymlésung. Die Eigenreaktion der Mischung entspricht 

einem py 5,5. Das py 4,5 wurde durch Zusatz von HCl erreicht (1,25 cm* n/10-HCl in 104 cm* 

Reaktionsgemisch), das py 7 durch Zusatz von NaOH (1,25 cm* n/10-NaOH je 104 cm* 
Reaktionsgemisch). 
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satz mit 12 cm* Enzym je 100 cm? Sol bei py 6,5 und den Temperaturen 
von 28° C und 55° C, und dies friihestens 24 Stdn. nach dem Enzym- 
zusatz. 

Nach diesen Versuchen erfolgt der Abbau der Amylosen und die 
Bildung der Schardinger-Dextrine getrennt und mit sehr ver- 
schiedenen Geschwindigkeiten. Beide Vorginge haben jedoch das 
gleiche Temperatur- und Aciditatsoptimum. 


Zusammenfassung 


Die viscosimetrisch meBbare Hydrolyse der Amylosen durch das 
Macerans-Enzym verlauft am giinstigsten bei 55° C und einem py von 
5,5—6,5. 

Nach beendeter Hydrolyse fallt ein betraichtlicher Teil der gelésten 
Substanz in Form eines weiBen Koagulums aus. 

Bei besonders giinstigen Arbeitsverhaltnissen kristallisieren unter 
Toluol vierseitige Prismen. 

Die durch Zusatz von Jodjodkaliumlésung und Eintrocknen nach- 
weisbaren Schardinger-Dextrine treten nur bei besonders guten Wir- 
kungsbedingungen (pq 5,5—6,5 7’ 28° C und 55° C) auf. Ihre Bildung 
verlauft urspriinglich langsamer als die viscosimetrisch verfolgbare 
Amylolyse. 


Die quantitative Bestimmung des Tocepherols (Vitamin E) auf 
Grund der Farbreaktion nach Furter und Meyer 


Von 
B. Bencze 
Aus der kgl. Ung. Chemischen Reichsanstalt, Budapest 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Oktober 1944) 


Wird die alkoholische Lésung des d-Tocopherols mit Salpetersaiure 
aufgekocht (Furter und Meyer’), so entsteht aus dem Tocopherol 
sein intensiv rotes Oxydationsprodukt, das sogenannte ,,Tocopherol- 
rot‘, dessen Konstitution durch Arbeiten von Smith, Irwin, Un- 
gnade?) sowie John und Emte’®) als o-Chinon folgender Formel er- 
mittelt wurde: 

*) M. Furteru. R. E. Meyer, Helv. chim. Acta 22, 240 (1939). 

*)L. J. Smith, W. B. Irwin u. H. E. Ungnade, J. Amer. chem. 
Soc. 61, 2424 (1939). 

3) W. John u. W. Z. Emte, diese Z. 250, 11 (1937); 261, 25 (1939); 
268, 85 (1941). 
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‘UH, OH, CH, 

C(CH,) : (CH,], - CH - [CH,|, - CH - [CH,], - CH(CH,), 


oe \o 
CH, 


H,C- 


Es kann mit o-Phenylendiamin in ein Phenazinderivat mit starker 
Fluorescenz tbergefiihrt werden. Dasselbe Verhalten zeigt auch das 
8-Tocopherol. 

Die Salpeterséure-Reaktion nach Furter und Meyer besitzt 
zweifellos den Vorteil, daB die gefairbte Verbindung aus dem Tocopherol 
selbst entsteht und fiir dieses charakteristisch ist. Die beiden erwaihnten 
Forscher konnten naémlich nachweisen, daB weder die Begleitsubstanzen 
oder die Zerfallprodukte des Tocopherols, noch fremde reduzierende 
Stoffe diese Reaktion geben oder stéren. Im Gegensatz dazu wird bei 
den folgenden Methoden die reduzierende Eigenschaft des Tocopherols 
ausgentitzt: potentiometrische nach Karrer‘*) mittels Gold(III)- 
chlorids, nach K ofler ) mittels Cer(IV)-sulfats, ferrokolorimetrische 
nach Emmerie und Engel*) sowie nach Meunier und Vinet’) mit 
Hilfe von Eisen(III)-chlorid und Volumenbestimmungsmethode 
nach K ofler®) mit Hilfe von Cer(IV)-sulfat. Diese Methoden kénnen also 
infolge der Anwesenheit fremder reduzierender Substanzen keine ge- 
nauen Ergebnisse liefern. 


Furter und Meyer wendeten nun diese wenig untersuchte Reaktion 
zur kolorimetrischen Bestimmung des Tocopherols an, doch fand die 
von ihnen ausgearbeitete Methode keine weitere Verbreitung. Der Grund 
dafiir liegt aber nicht in etwaigen Fehlern der Reaktion, sondern in den 
nur schwer zu befolgenden und umstindlichen Versuchsbedingungen 
sowie darin, daB das geringste Abweichen von den Versuchsvorschriften 
den schon an sich bedeutenden Fehler des Verfahrens (6—7°%) in starkem 
AusmaBe zu erhéhen und so zu schwer kontrollierbaren Fehlbestim- 
mungen AnlaB zu geben vermag. t 

Es war anzunehmen, daB8 sich bei ctaajetontens" Siena dieser 
Reaktion Versuchsbedingungen herausarbeiten lassen, unter deren Ein- 
haltung die Reaktion den kolorimetrischen Anforderungen’ Geniige leisten 
und zu einer einfachen und genauen Bestimmung des Tocopherols fiihren 
wiirde. 


— = aioe ‘ 


4) P.Karrer, Helv. chim. Acta 21, 939, 1161 (1938); 22, 253, 617 (1939). 
5) M. Kofler, Verh. schweiz. Naturf. Ges. 1941, 239. 
6’) A.Emmerie u.Ch. Engel, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 57, 1351 
(1938); 58, 283 (1939). 
P. Meunier u. A. Vinet, C.r. hebd. Séances Acad. Sci. 221, 
611 (1940). 
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Versuche 


Bei der Untersuchung der Farbreaktion nach Furter und Meyer 
wurden in erster Linie die Zusammenhange zwischen der Bildung der 
Farbe und der Konzentration der als Reagens beniitzten Salpetersiure 
einerseits sowie der Dauer des Kochens und dem Volumen der Reak- 
tionsmischung andererseits untersucht. 


Zu diesen Versuchen wurden aus dem von der Firma H off mann- 
La Roche in den Handel gebrachten d,/-a-Tocopherol bzw. aus seinem Ester 
mit reinem 96-proz. Alkohol eine Stammlésung hergestellt und fiir jede Versuchs- 
reihe die 2 mg Tocopherol entsprechende Menge in Erlenmeyerkolben von 
50 cm® eingemessen. Zur Abinderung des Volumens der Reaktionsgemische 
wurde 96-proz. Alkohol verwendet und als Reagens 65-proz. Salpetersiure (pro 
anal.). Das Kochen der Reaktionsgemische konnte unter Anwendung eines 
RiickfluBkihlers ohne jede gréBere Volumeninderung gut durchgefiihrt werden. 
Nach Ablauf der im voraus festgelegten Kochdauer wurde der Inhalt der Kolben 
abgekiihlt, mit 96-proz. Alkohol in MeBkolben von 25cm* gewaschen und schlieB- 
lich das Volumen ebenfalls mit 96-proz. Alkohol — genau auf 25 cm? eingestellt. 
Die Bestimmungen erfolgten dann mit Hilfe des Pulfric h-Photometers 
unter Anwendung des Farbfilters S 47 auf die gebraiuchliche Weise. 


Die Ergebnisse der Messungen 
4 : 1 sind in Abb. 1 zusammengefaBt. 
Die dort eingetragenen Kurven 








- stellen bei Gemischen, die in je 
100 10cm’ Volumen 2.0 cm? (Kurve 3), 
1.7 cm® (Kurve 2), 1.0cm® (Kur- 
8 ve 1) und schlieBlich 0.5 cm’ 
(Kurve 4) Reagens enthalten, die 
60 in der Farbenintensitét auftre- 





tenden Veranderungen als Funk- 
0 0 2 Minuten 5) tion der Kochdauer dar, bzw. 

Abb. 1 bezogen auf die sich bei dem Ver- 
fahren nach Furter und Meyer 
(Kurve 2) nach 1 Min. Kochen 








bildende Farbtiefe. 

Aus Abb. 1 kann festgestellt werden, daB unter Einhalten der von 
Furter und Meyer gegebenen Vorschriften die maximale Farbintensitat 
nach 3 Min. dauerndem Kochen des Reaktionsgemisches zu erreichen 
ist (Kurve 2). Diese Kurve geht aber gerade der angegebenen Kochdauer 
entsprechend in eine schmale Maximumspitze tiber, was so viel bedeutet, 
als daB die Tiefe der Farbe schon auf die kleinste Abweichung von dieser 
Kochdauer hin bedeutend abnimmt. Sogar die Lage des Maximums 
selbst bezieht sich nach den vorliegenden Untersuchungen ebenfalls nur 
auf 2 mg oder zumindest auf nur ganz geringfiigig abweichende Mengen 
Tocopherol, ist also auf diese Weise vollkommen festgelegt. Das Maxi- 
mum der Kurven fiir die Farbintensitaét von Gemischen mit kleinerem 
oder gréBerem (als 2 mg) Tocopherolgehalt tritt an anderen Stellen des 
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Koordinatensystems auf. Dies bedeutet aber in der Praxis, daB das 
Maximum der Farbintensitat in solchen Fallen nicht nach 3 Min. Kochen, 
wie es Furter und Meyer vorschreiben, auftritt, sondern daB es je 
nach dem Tocopherolgehalt nur nach entsprechend langerer oder kiirzerer 
Kochdauer erreicht werden kann. Unter solchen Umstanden erscheint 
die Reaktion zur Ausfiihrung praziser kolorimetrischer Bestimmungen 
nicht geeignet. 

Aus dem Verlauf der in Abb. 1 dargestellten Kurven kann geschlos- 
sen werden, daB die Reaktion aus zwei zueinander gegensinnig gerich- 
teten Vorgingen besteht, aus der Bildung der Farbe und aus ihrem 
Abbau. Zu Beginn der Reaktion, also in einem Zeitpunkt, in dem. die 
Zahl der unberiihrten Tocopherol-Molekiile noch groB ist gegeniiber den 
bereits umgewandelten, spielt sich die Farbbildung mit groBer Schnellig- 
keit' ab. Inzwischen setzt natiirlich auch schon die Zerstérung der ent- 
standenen farbigen Molekiile ein, doch ist dieser Vorgang neben der mit 
groBer Schnelligkeit ablaufenden Farbbildung noch nicht wahrzuneh- 
men. Die Wirkung der Hyperoxydation kann auch nicht beobachtet 
werden, solange die Farbbildung schneller vor sich geht als ihre Zer- 
stérung. In dem Augenblick aber. in dem diese beiden Vorgange ins 
Gleichgewicht kommen, also die Farbintensitét ihr Maximum erreicht 
bzw. diesen Punkt nur um ein geringes iiberschreitet (Kurve 2 und 3), 
wird die Schnelligkeit des Zerstérungsvorganges schon gréBer und die 
Farbtiefe beginnt in entsprechendem -AusmaBe zu sinken. Durch ent- 
sprechende Veranderungen in der Menge der als Reagens beniitzten 
Salpetersiure (Abb. 1, Kurve 1) kann nun erreicht werden, daB der 
Gleichgewichtszustand lingere Zeit hindurch unverandert anhalt, 
wodurch sich dann der fir 
die Kolorimetrie wiinschens- % 








werte Umstand ergibt, daB yw | t pcumg 
die Farbenintensitét unab- 
hangig von der Kochdauer 2mg 


langere Zeit hindurch ihr 








Maximum beibehalt. Im vor- “™ aie 

liegenden Falle entwickelt 

sich die maximale Farbung, | Img 
wie dies auch die Kurven in yw 

Abb. 2 beweisen, in dem . 3 v 15 Minuten 20 
0,5—20 mg Tocopherol ent- Abb. 2 


haltenden Reaktionsgemisch 
ebenfalls bei 10 Min. dauerndem Kochen, und die Intensitat verandert 
sich unabhangig vom Tocopherolgehalt selbst bei weiterem 7—8 Min. 
anhaltenden Kochen nicht. 

Die weiteren Untersuchungen beziiglich der praktischen Ausfiih- 
rung der Reaktion fiihrten zu der wichtigen Feststellung, daB bei Ein- 
halten der vorgeschriebenen Reaktionsbedingungen die Farbintensitat 
zwischen 8—12 cm* vom Volumen der Reaktionsmischurg unabhangig 
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ist, und daB sich die Farbtiefe der zur Bestimmung vorbereiteten Lé- 
sungen auch nach 24-stdg. Stehenlassen nicht verandert. 

Im weiteren untersuchte ich die gesetzmaBigen Zusammenhange 
zwischen der Farbbildung und dem Tocopherolgehalt des Gemisches in 
Lésungen, die Tocopherol-Mengen von je 0,5—20 mg enthielten. Bei 
diesen Untersuchungen kochte ich Reaktionsgemische im Volumen von 
8—12 cm? in Anwesenheit von 1 cm* 65-proz. Salpetersiure 10—15 Min. 
hindurch und bestimmte die Extinktion der zur Messung vorbereiteten 
Reihe von Gemischen (Pulfrich-Photometer, Farbfilter S 47). Unter 
den angegebenen Versuchsbedingungen entspricht die Reaktion in allem 
dem Lambert-Beerschen Gesetz. 

Auch mit dem Ester des Tocopherols wurden Untersuchungen aus- 
gefiihrt, die zeigten, daB die Acetylgruppe durch Salpetersiure abge- 
spalten werden kann. Dieser Vorgang spielt sich aber derart langsam 
ab, daB der Saéure hinreichend Zeit zur Verfiigung steht, die entstan- 
denen Farbstoffe wieder zu zerstéren, weshalb die maximale Farbinten- 
sitat nicht erreicht werden kann (Abb. 1, Kurve 5). Bei der Bestimmung 
des Acetyl-tocopherols ist demnach eine vorhergehende Verseifung un- 
erlaBlich. Diese Verseifung kann bei Vorliegen von 0,5—20 mg Toco- 
pherol-ester mit 1 cm* einer 4—5-proz. alkoholischen (96-proz.) Kalium- 
hydroxydlésung durch 5—10 Min. dauerndes Kochen erzielt werden. 
Nach der Verseifung ist die im Uberschu8 bleibende Lauge wieder zu 
neutralisieren. Die Konzentration der dazu nétigen Salzsiure muB aber 
so gewahlt werden, daB maximal 0,5 cm* Saure zur Neutralisierung der 
zugesetzten Lauge hinreichen, da gréfere Mengen von Salzsiéure im 
Siedepunkt des alkoholischen Reaktionsgemisches wesentliche Ver- 
schiebungen bedingen kénnen: infolgedessen wirkt dann die Salpeter- 
sdiure kraftiger, als es wiinschenswert erscheint. 

Es bleibt nun noch die Beantwortung einer weiteren wichtigen Frage 
in der Praxis iibrig: welchen EinfluB iiben die allgemein gebrauchlichen 
Lésungsmittel auf die Reaktion selbst aus? In den diesbeziiglichen 
Untersuchungen konnte festgestellt werden, da die verschiedenen 
Alkohole, wie Methyl-, Butyl-, Octylalkohol die Reaktion nicht beein- 
flussen, Ather, Petrolither, Tetrachlorkohlenstoff und Chloroform aber 
die Farbintensitét stark herabsetzen, wenn sie in gréBeren Mengen in 
das Reaktionsgemisch gelangen. Die Léslichkeitsverhaltnisse kénnen es 
nun bei der Untersuchung éliger Lésungen erfordern, da8 die Stamm- 
lésung des zu untersuchenden Stoffes nicht mit Alkohol, sondern mit 
einem der oben erwaihnten Lésungsmittel zubereitet werden mu8. In 
solchen Fallen ist das Lésungsmittel aus der zur Reaktion eingemessenen 
Stammlésung im Wasserbad abzudampfen und der Riickstand in der 
entsprechenden Menge 96-proz. Alkohols zu lésen. Diese nur kurze Zeit 
anhaltende Erwirmung iibt auf das Tocopherol keine Wirkung aus, 
ist aber vortrefflich gecignet, allfallige, sich durch das Lésungsmittel 
ergebende Fehler vollstandig auszuschalten. 

Um meine Methode auszuprobieren, wurde der Tocopherolgehalt 
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verschiedener alkoholischer und G6liger Lésungen bestimmt und die 
dabei erhaltenen Ergebnisse in einer Tabelle zusammengestellt. Aus den 
Werten dieser Tabelle geht hervor, da8 mein Verfahren Ergebnisse 
liefert, die maximal Abweichungen von 1—2°%, aufweisen, sogar auch 
bei der direkten Untersuchung (ohne vorhergehende Verseifung) dliger 
Lésungen. Diese Ausfiihrungen beziehen sich nur auf Lésungen, die 
ausschlieBlich Tocopherol enthalten. Uber die Bestimmung des Toco- 
pherolgehaltes natiirlicher Lésungen soll in einer folgenden Mitteilung 
berichtet werden. 


Von der zu untersuchenden Substanz wird mit Alkohol oder mit einem 
anderen Lésungsmittel auf die gebriuchliche Weise eine Stammlésung zubereitet 
und von dieser in einen Erlenmeyer- Kolben von 50 cm die 0,5—20 mg Toco- 
pherol entsprechende Menge eingemessen. Bei Verwendung von Ather, Petrol- 
ither, Tetrachlorkohlenstoff oder Chloroform als Lésungsmittel werden diese 
zuerst auf dem Wasserbade ausgetrieben und der Riickstand in der entsprechen- 
den Menge 96-proz. Alkohols gelést. Bei der Bestimmung des Tocopherolesters 
oder solchen Fallen, in welchen bei der Herstellung der Stammlésung gréBere 
Mengen (> 1—2: 50) tocopherolhaltiger éliger Lésungen verwendet wurden, 
muB zuerst verseift werden. Die Verseifung hat mit ungefihr 4—5-proz. alko- 
holischer (96%) Kaliumhydroxydlésung unter 5—10 Min. dauerndem Kochen 
zu erfolgen. AnschlieBend wird die iiberschiissige Lauge durch 0,5 cm® Salzsiure 
wieder neutralisiert. Die Konzentration der Salzsiure ist so zu wihlen, daB 
die vorgeschriebene Salzsiuremenge zur Neutralisierung der zugesetzten Lauge 
sicher hinreicht. Bei allen diesen Zusitzen mu8B darauf geachtet werden, daB 
das Gesamtvolumen der Reaktionsgemische 8—12 cm* nicht iiberschreitet. Die 
Reaktion wird dann durch Zusetzen von 1 cm* 65-proz. Salpetersiure (pro 
anal.) und durch 10—15 Min. anhaltendes schwaches Kochen, unter Anwendung 
eines RiickfluBkiihlers, durchgefiihrt. Der Inhalt des Kochkolbens wird ab- 
gekiihlt, mit 96-proz. Alkohol in einem 25-cm* MeBkolben gewaschen, und auf 
25 cm? aufgefillt. Die Bestimmungen werden mit dem Pulfric h-Photo- 
meter unter Anwendung des Farbfilters S 47 durchgefiihrt. Werden Glige Lé- 
sungen untersucht, so erscheint es zweckmaBig, auch die Kompensationsfliissig- 
keit auf die besprochene Weise aus der Stammlésung selbst herzustellen, natiir- 
lich ohne die Reaktion mit Salpetersiure auszufiihren. Wenn nun die Extinktion 
der eine bestimmte Menge Tocopherol oder Acetyl-tocopherol enthaltenden 
Lésung auf die besprochene Weise bestimmt wurde, so kann der Tocopherol- 
gehalt der zu untersuchenden Lésung durch Berechnung festgestellt oder, falls 
die Extinktionen von Stammlésungen verschiedenen Tocopherolgehaltes be- 
kannt sind, auch auf graphischem Wege ermittelt werden. 
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Zur praparativen Darstellung des /-Methionins 


Von 
Hedwig Ehrlich-Gomolka 
Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Nobember 1944) 


AnlaBlich der Untersuchungen iiber methyliibertragende Fermente 
war uns das kiufliche d,/-Methionin ausgegangen. Wir sahen uns daher 
vor die Notwendigkeit gestellt, Methionin selbst herzustellen. Die von 
Barger und Weichselbaum!) angegebene Synthese ergab nun derart 
schlechte Ausbeuten, daB es zwecklos erschien, damit den Bedarf decken 
zu wollen. Die gleichen Erfahrungen haben auch andere Autoren, wie 
Hill und Robson?) gemacht. Wir haben uns daher zunichst an die 
praparative Darstellung des /-Methionins aus Casein, wie sie von den 
letztgenannten Autoren ausfiihrlich wiedergegeben wird, gehalten, konn- 
ten aber die von Hill und Robson angegebenen Ausbeuten von | bis 
114% nicht erreichen. Die giinstigste Ausbeute betrug 0,7%. Die Haupt- 
verluste bei dieser Methode treten bei der schon von Mueller?) ein- 
gefiihrten Quecksilberfillung des Methionins ein, weitere Verluste ent- 
stehen bei der Pyridin-Umfallung. 

Es erschien daher verlockend, die von Koschara‘) angegebene 
Adsorption der Aminosiuren an Aktivkohle zur praparativen Dar- 
stellung des Methionins zu verwenden. Als Leitreaktion diente die von 
Toennis und Kolb®) angegebene Reaktion des Methionins mit Kupfer- 
(II)-chlorid in konz. Salzsiure, die eine an Jodlésung erinnernde Far- 
bung gibt. Die Reaktion ist nach unseren Erfahrungen nur bei absolut 
trockenem Material durchfiihrbar. 

Wir konnten die von K oschara vorgeschriebenen niedrigen Tempe- 
raturen bei der Adsorption und Elution nicht einhalten, sondern muBten 
bei Wasserkihlung (etwa 8—10°C) und mit eisgekiihlten Lésungen 
arbeiten. Es zeigte sich, daB das Methionin bei dieser Versuchsanord- 
nung durch 2-n.Salzsiiure nicht eluiert wird, dagegen laBt es sich nach 
zehn vorhergegangenen Elutionen mit Salzsiiure durch 2-n.Ammoniak 
eluieren. Wir haben der Angabe Koscharas entsprechend fir 15g 
EiweiB 50 g Aktivkohle verwendet und in Portionen zu jeweils 50 cem 
eluiert. In der 1. Elution mit Ammoniak findet sich kein Methionin, 
in der 2. ist es spurenweise enthalten, wihrend die Hauptmenge in der 
3. und 4. Fraktion auftritt. In kontinuierlich abnehmender Menge ist 
es noch bis zur 7. Elution nachweisbar. In dieser und der folgenden 


1) Barger u. Weichselbaum, Biochemical J. 25, 997 (1931). 

2) Hill und Robson, Biochemical J. 30, 248 (1936). 

3) Mueller, J. biol. Chemistry 56, 157 (1923). 

4) Koschara, diese Z. 280, Heft 1 u. 2, S. 55 (1944). Hrn. Prof. Ko- 
schara sind wir fiir persénliche Hinweise zu groBem Dank verpflichtet. 

5) Toennis u. Kolb, J. biol. Chemistry 131, 401 (1939). 
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Fraktion findet sich reines Tyrosin, das auf diese Weise bequem zu- 
ginglich ist. 

Das Methionin 148t sich durch fraktionierte Kristallisation aus 
70-proz. Alkohol von den begleitenden Aminosiuren (wie Leucin, das 
durch Schmelzpunkt identifiziert wurde) trennen bzw. rein darstellen. Bei 
unserem 1. Versuch betrug die Ausbeute aus 45 g Casein 290 mg. Beim 
zweitenmal gelang es, aus 60 g Casein 1,76 g Methionin herauszuarbeiten, 
ein 3. Versuch ergab bei einem Ausgangsmaterial von 30 g eine Ausbeute 
von 0,82 g. Nach den Angaben von Baernstein bzw. Schmidt®) be- 
trigt der Gehalt des Caseins an Methionin 3,5 bzw. 3,4%. Die in den 
Versuchen 2 und 3 erzielten Ausbeuten erreichen damit 78 bzw. 85% 
der Theorie. 

Das so erhaltene Methionin, das in seiner Kristallform vollstindig 
dem nach der Methode Hill und Robson dargestellten entspricht, 
wurde noch durch Schmelzpunkt identifiziert. Die Bestimmung wurde 
mit dem Mikroapparat von Kofler durchgefiihrt. Nach dieser Methode 
zeigt [-Methionin keinen eigentlichen Schmelzpunkt. Bei 186° beginnt 
es zu sublimieren, bei 258° ist das ganze Priparat sublimiert, bei 268° 
tritt vollkommene Verfliichtigung ohne erkennbare Zersetzung ein. Das 
synthetische d,l-Methionin zeigt bei der Mikroschmelzpunktbestimmung 
ein abweichendes Verhalten; Beginn der Sublimation bei 210°, bei 253° 
beschligt sich das Deckglas mit braunen Trépfchen, bei 270° tritt Ver- 
fliissigung unter Gasentwicklung und vollstindiger Zersetzung ein. 


6) Baernstein, J. biol. Chemistry 106, 454 (1934). Schmidt, The Che- 
mistry of Aminoacids and Proteins, S. 217 (1938), Verlag Charles C. Thomas, 
Baltimore. 


Untersuchungen iiber den Vitamin-B,-Gehalt der retinalen Gewebe 
verschiedener Wirbeltiere 


Von 


Ilse Nover 
Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Halle-S. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1944) 


Nach Untersuchungen von Therman!), der Acetylcholin in der 
Froschretina fand, von v. Studnitz und Kosaroff?), die bei Injek- 
tionsversuchen an Fréschen durch eben diesen Stoff eine im Sinne des 
Lichtreizes antagonistische Wirkung auf die Wanderung der Sehelemente 
beobachteten, und schlieBlich der Bestitigung von Thermans Befund 
durch Lange’), der dariiber hinaus die Vermehiurg des Wirkstoifes 


1) P. Therman, Acta Soc. Sci. fenn. 2 (1938). 
*) G. v. Studnitz u. G. Kosaroff, Z. vergl. Physiol. 29 (1942). 
3) V. Lange, diese Z. 279 (1943). 
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in der dunkeladaptierten Netzhaut feststellte, war das erste der 4 von 
v. Studnitz und Loevenich*) fiir die férdernden und hemmenden 
Nerveneinfliisse auf die Stibchen- und Zapfenwanderung vorausge- 
setzten, Neurohormone in dem durch seine derartige Wirkung ander. 
weitig schon vielfach beschriebenen Acetylcholin identifiziert. 

Minz®‘), v. Briicke und Sarkander®) und v. Muralt” 8) hatten 
im Aneurin einen zweiten vom Nerv bei Reizung ausgeschiedenen 
Stoff nachgewiesen. Dieser Befund und ein enger Zusammenhang zwi- 
schen der Wirkungsweise des Aneurins mit der des Acetylcholins (R. Ab- 
derhalden®) gaben AnlaB dazu, nachzupriifen, ob ersteres iiberhaupt 
in den retinalen Geweben vorkommt und wenn ja, ob es ein dem Acety]- 
cholin entsprechendes Verhalten — Abhiangigkeit seiner Bildung von 
Belichtung bzw. Verdunkelung des Auges — beobachten laBt. 


A. Methodik 


Die frisch exstirpierten Augen werden in der Weise prapariert, daB Netzhaut 
und Pigmentepithel in einer trocknen Petrischale — um Verluste des wasser- 
léslichen Aneurins zu vermeiden — voneinander getrennt werden, was im allge- 
meinen chne Schwierigkeiten gelingt. Die isolierten Gewebe werden im Porzellan- 
morser in drei Tropfen'n/i0-HCl aufgenommen, unter Zugabe von einer Spur 
Seesand etwa 10 Min. lang zu einer gleichmaBig kremartigen Substanz verrieben 
und darauf zweimal mit je 1,5 cem Acetatpufferlésung (pq 5) quantitativ in ein 
Zentrifugenglas iibergespiilt. Die EiweiBfillung wird mit 2 ccm 25-proz. Trichlor- 
essigsiure bei gelinder Erwirmung im Wasserbad durchgefihrt. AnschlieBend 
wird 10 Min. lang zentrifugiert und die sich scharf absetzende wasserklare Fliissig- 
keit in einen Erlenmeyer dekantiert. 

Nach vollzogener EiweiBfaillung werden die Proben nach der zuerst von 
Jansen!) beschriebenen, nach Harris und Wang!") modifizierten Methode in 
Thiochrom iiberfiihrt, indem sie mit 2 cem Methanol, 0,25 ccm 2-proz. Kalium- 
ferricyanid und 2 ccm 30-proz. Natronlauge versetzt und 1 Min. sanft geschittelt 
werden. Das entstandene Thiochrom wird aus der Lésung mit 20 ccm Isobuty]l- 
alkohol 2 Min. intensiv ausgeschiittelt, 30 Min. lang absetzen gelassen, die Iso- 
butylalkoholschicht abpipettiert und filtriert. 

Wie Vorversuche gezeigt hatten, ist ein Waschen der das Thiochrom ent- 
haltenden Isobutylalkoholschicht (wie von Harris und Wang") gefordert 
wird), um die Proben von Stoffen mit stérender Nebenfluorescenz zu reinigen, 
bei unserem Material nicht notwendig. Auch das Trocknen dieser Schicht iiber 
Natriumsulfat eriibrigt sich, da bei uns stets die gleichen, genau abgemessenen 
Flissigkeitsmengen zur Substanzaufarbeitung benutzt wurden. Ebenso bestitigen 
sich die von Kuhn und Gerhard?*) beobachteten methodischen Schwierig- 





4) G. v. Studnitz u. H. K. Loevenich, Biol. gen. 17 (1943) 

5) B. Minz, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Assozié2s 127 (1938). 

6) F. v. Briicke u. H. Sarkander, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 195 (1940). 

7) A. v. Muralt, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 245 (1942). 

8) A. v. Muralt u. J. Zemp, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
246 (1943). 

®) R. Abderhalden, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 245 
(1942). 

10) B.C. P. Jansen, Rec. trav. chim. Pays-Bas 55 (1936). 

11) L. J. Harris and Y. L. Wang, Biochemic. J. 35 (1941). 

122) A. Kuhn, u. H. Gerhard, Klin. Wschr. 20 II (1941). 
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keiten nicht. Waihrend die Verfasser bemerken, daB bei Gegenwart von Methanol 
(Pyke?) ,,die Oxydation des Aneurins nicht vollstandig zu sein schien“‘, ergaben 
eigene Versuche in Ubereinstimmung mit Harris und Wang"), daB ein Zusatz 
von Methanol (2 ccm) das vollstindige Wiederfinden bekannter Aneurinmengen 
als Thiochrom erst erméglicht. Beachtet werden mu8 eine hiufig vorhandene 
Eigenfluorescenz des Isobutylalkohols; ferner miissen die Filter auf etwa ab- 
gegebene fluorescierende Bestandteile gepriift werden (vgl. auch Kuhn und 
Gerhard!*). 

Neben dem Nachweis des freien Aneurins wurden auch Stichproben zur 
Bestimmung seines Pyrophosphorsdureesters gemacht durch eine zur Spaltung 
mit 0,1 g Diastase ,,Merck“ notwendige, vor die EiweiSfillung eingeschaltete 
Inkubationszeit im Thermostaten bei 45° C (pq der Versuchslésung zwischen 
4 und 5). 

Die Fluorescenz wird im UV-Licht einer unmittelbar vor dem Kiivetten- 
halter angebrachten Hanauer Analysenlampe mittels des Pulfrich-Stufenphoto- 
meters (photometrische Einrichtung) bei Filter S 47 gemessen; Schichtdicke der 
Kiivette 3 cm, Inhalt 10 ccm Lésung. 

Aus den abgelesenen Trommelwerten kann der Thiochromgehalt in y anhand 
einer mit bekannten Aneurinkonzentrationen (von 0 bis 5 y pro 10 ccm Lésung) 
aufgestellten linearen Eichkurve (vgl. auch Pezold und Dittmar?) unschwer 
bestimmt werden. Ein jeder Versuchsserie parallel laufender Blindwert (an Stelle 
von Kaliumferricyanid wird der Probe die entsprechende Menge dest. Wasser zu- 
gegeben) kontrolliert etwaige UnregelmaBigkeiten des Arbeitsvorganges und der 
MeBeinrichtung. 


B. Versuche mit Temporarien 


Ausgedehnte, an e.wa 800 Temporarien angestellte Untersuchungen 
erstreckten sich tiber 12 Monate, um die jahreszeitlichen Schwankungen 
mit zu erfassen. Es wurden jeweils zu einer Vitamin-B,-Bestimmung 
5 Augen verwendet. Zur ,,Belichtung‘‘ und ,,Hell‘‘verarbeitung diente 
stets eine 500 Watt-Lampe, im Abstand von 50cm. Die Versuche 
gliederten sich im wesentlichen in vier verschiedene Gruppen. 

I. Dunkelfrésche: Die Tiere waren iiber Nacht (14 Stdn.) total 
dunkel gehalten; Tétung, Herausnahme der Augen und Trennung von 
Netzhaut und Pigmentepithel im Dunkeln (schwache Rubinlampe). 

II. Frésche belichtet: Die 14 Stdn. dunkeladaptierten Tiere an- 
schlieBend belichtet; Belichtungszeit variiert von 10 Sek. bis 2 Stdn.; 
Weiterverarbeitung wie oben, jedoch im Hellen. 

III. Isolierte Augen belichtet: Die 14 Stdn. dunkeladaptierten 
Tiere im Dunkeln getétet und die Augen enucleiert. AnschlieBend 
isolierte Augen (je 5 rechte und 5 linke getrennt als Parallelen) belichtet 
wie unter IT. 

IV. Retinale Gewebe isoliert, kurz belichtet: Behandlung 
wie unter I, jedoch Netzhaiute und Pigmentepithelien getrennt von 
je 5 rechten Augen 2 Min. belichtet und hell weiter verarbeitet ; die Netz- 
haute und Pigmentepithelien der entsprechenden linken Augen zum 
Vergleich weiterhin dunkel verarbeitet bis zur vollzogenen EiweiB- 
fallung. 


13) M. Pyke, Biochemic. J. 34 (1940). 
4) F. Pezold u. E. Dittmar, Klin. Wschr. 19 IT (1940). 
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Wahrend in der Froschnetzhaut unter keiner Bedin- 
gung Vitamin B, nachgewiesen wurde, — auch nicht in 
seiner als Phosphorséureester gebundenen Form — war es 
im Pigmentepithel stets vorhanden. Auch hier zeigten die 
mit Diastase gespaltenen Proben keine erhéhten Werte. 
Im Gegensatz zu allen anderen tierischen Organen, in denen 
das Vitamin B, in der Hauptsache als Cocarboxylase vor- 
liegt (Widenbauer™), handelt es sich also bei dem im Pig. 
mentepithel vorkommenden um freies Aneurin. 

Abhangig von dem physiologischen Zustand der Tiere 
ist der Aneuringehalt groBen Schwankungen unterworfen. 
So betrug die Menge Vitamin B, von 5 Pigmentepithelien im Mittel: 








| Trommelwert y Aneurin 
Winterfrésche normel.. . | 37 2,4 
Winterfrésche waihrend der : 
Laichzeit......... Anfang Marz 22 1,4 
Winterfrésche abgelaicht . Ende April 28 1,8 
Sommerfréscke, Frischfinge 62 4,2 














Tabelle 1 


Es konnte aber Belichtung weder der lebenden Tiere 
noch der isolierten Augen eine Erhéhung des Vitamin-B,- 
Gehalts hervorrufen. Das Aneurin ist demnach nicht unmittelbar — 
im Sinne eines Neurohormons — an den retinalen Vorgingen beteiligt 
(vgl. auch v. Studnitz'®). 


C. Vergleichend physiologische Untersuchungen 


Anfallendes frisches Augenmaterial verschiedener anderer Wirbel- 
tiere wurde mit der beschriebenen Methode untersucht. Die Ergebnisse 
sind in Tab. 1 zusammengestellt. Sie sind durchweg mehrfach gesichert 
bis auf diejenigen vom Turmfalken, von dem — wie iiberhaupt von 
Végeln — leider kein weiteres lebendes Material zu beschaffen war. 
Als Bezugsgr6Be ist der Vitamin-B-Gehalt in y fiir jeweils eine Netzhaut 
bzw. ein Pigmentepithel errechnet. F 

In der Netzhaut konnte auch hier, wie bei den Temporarien, 
im allgemeinen keine meBbare Menge Vitamin B, nachgewiesen werden, 
mit Ausnahme des Turmfalken (junges Exemplar), bei dem der Gehalt 
an freiem Aneurin in der Netzhaut selbst sogar erheblich héher war als 
im Pigmentepithel. r 

Fiir das Pigmentepithel ergibt sich kein einheitliches Bild. 
Einerseits finden wir unter den Fischen (Rotfedern) den héchsten Aneurin- 
gehalt. Da es damals noch nicht gelang, die beiden retinalen Gewebe 


15) F. Widenbauer, Klin. Wschr. 18 II (1939). 
16) G. v. Studnitz, Z. vergl. Physiol. 30 (1942). 
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Thiochromgeh. iny | Anzahl d. zu|2¢@Pt4tions-| 
: zustand un- | Weiter- 
pro Netz-| pro Pigment-| 1 Messung | jittelbar vor| behandl. 
haut epithel |Verw. Augen] ao. Tod 
Leuciscus 0 0,4 2 14 Stdn. hell *) 
rutilus ..... dunkel 
Gobio ..... 0 0 3 14 Stdn. hell 
fluviatilis dunkel 
Scardinius. . . —. —— 4 Tageslicht hell 
erythropht. 1,9 
Rana temp... 0 0,3—0,5 5 14 Stdn. 
Winterfrésche . dunkel hell 
Rana temp... 0 0.6—0,9 5 14 Stdn. 
Sommerfrésche dunkel hell 
Falco tinn. 0,16 0,1 2 Tageslicht hell 
Cavia cobaya . 0 0 2 14 Stdn. 
Kaninchen.. . 0 0 4 dunkel hell 
(Keller) hell 
und 5... Spuren Spuren 2 Tageslicht hell 
Martes foina Spuren 2 3 hell 
Schwein Spuren 0,5 2 hell 
Hammel 0,08 0,32 2 hell 
it er 0 (0,4) | Spuren (0,9) 2 hell 
Mensch D... . 0 0 2 dunkel**) 
Mensch H... . 0 0 2 hell 























*) hell bei 500-Watt-Lampe, Abstand 50 cm verarbeitet. 
**) dunkel bei schwacher Rubinlampe verarbeitet. 


Tab. 2. Vitamin-B,-Bestimmung in Netzhaut und Pigmentepithel verschiedener 
Wirbeltieraugen. 


speziell der Fische sauber voneinander zu trennen, ist die Bestimmung 
an Pigmentepithel + Netzhaut gemacht worden; doch ist nach allen 
bisherigen Erfahrungen fiir den rel. hohen Wert von 1,9y mit groBer 
Wahrscheinlichkeit das Pigmentepithel allein verantwortlich. Daneben 
finden wir in der gleichen Familie, bei den Plétzen, mittlere Mengen, 
bei den Grindlingen aber iiberhaupt nichts. 

Der Aneuringehalt des Frosch-Pigmentepithels ist ebenfalls ganz 
betrachtlich; besonders, wenn man sich vergegenwirtigt, daB das Pig- 
mentepithel der untersuchten Fische etwa drei- bis viermal so groB ist 
wieedas der Frésche (Trockengewicht in mg von 4 Pigmentepithelien 
Fisch: Frosch = 10—16: 2—5). 

Das von den Végeln untersuchte Exemplar wies einen nur geringen 
Wert fiir das Pigmentepithel auf. 

Unter den Saugetieren gibt es zahlreiche, bei denen in den retinalen 

eweben erstaunlicherweise nur nicht mehr me8bare Spuren oder aber 
gar kein Vitamin B, nachzuweisen war. Zu diesen gehéren auBer dem 
Menschen Marder, Hund, Kaninchen und Meerschweinchen. Der gleiche 
Befund ergab sich auch bei Rinderaugen bis auf eine Probe, bei der 
!sowohl im Pigmentepithel als auch in der Netzhaut relativ viel Vitamin 
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B, gefunden wurde. Die herausgenommenen Augen hatten vor der 
Aufarbeitung etwa 36 Stdn. im Eisschrank gelegen. Diese Werte sind 
der Vollstandigkeit halber in der Tabelle in Klammern mit aufgefiihrt. 
Bei Schwein und Hammel dagegen war das Aneurin stets vorhanden; 
die Mengen sind jedoch relativ gering im Vergleich zu den Fréschen 
etwa, deren Pigmentepithel 10 bis 15mal so klein ist (Trockengewicht 
in mg von 4 Pigmentepithelien Schwein: Frosch = 52: 2—5). 

Die Befunde scheinen in einem gewissen Gegensatz zu stehen zu 
einer Bemerkung von Stepp, Kiihnau und Schréder?’), die nach (mir 
leider zur Zeit nicht zugiinglichen) Arbeiten von Fischer und Bietti 
feststellen, daB sich ,,reichlich Aneurin u. a. auch in der Retina‘ findet. 

Der Pyrophosphorsiureester des Aneurins konnte in keinem Fall 
nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe der Thiochrommethode von Jansen!°) wurden die reti- 
nalen Gewebe verschiedener Wirbeltiere auf ihren Gehalt an freiem 
und als Pyrophosphorsiureester gebundenem Aneurin untersucht. 

Dabei ergab sich, daB in der Netzhaut im allgemeinen Vitamin B, 
gar nicht oder nur in geringen Spuren vorhanden war; im Pigment- 
epithel waren stets deutlich mefibare Mengen nachzuweisen bei Plétzen, 
Rotfedern, Fréschen, Schweinen und Hammeln. Praktisch aneurinfrei 
waren die retinalen Gewebe vom Griindling, Meerschweinchen, Kanin- 
chen, Hund, Marder und vom Menschen. 

Belichtung bzw. Verdunklung von Temporarien zeigte keinen Ein- 
fluB auf den Vitamin-B,-Gehalt. 

’ Aus diesen Beobachtungen wird geschlossen, daB das Aneurin auf 
die retinomotorischen Erscheinungen keinen neurohormonalen Ein- 
fluB hat. 


at) W. Stepp, J. Kiihnau u. H. Schroeder, ,,Die Vitamine und ihre 
klinische Anwendung“. Verlag Enke, Stuttgart 1944, S. 85. 





Die Urease der menschlichen Magenschleimhaut *) 
Von 
Max Fossel 
Aus dem Pathologisch-anatomischen Institut der Universitit Wien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1944) 


Wenn bei einer Leichenéffnung die Schleimhaut des Magens und 
des Darmes deutlich nach Ammoniak riecht, weiB jeder pathologische 


*) Fir die Durchsicht der Arbeit bin ich Herrn Prof. Dr. H. K. Barren- 
scheen, Direktor des physiolog.-chem. Instituts der Universitat Wien, zu herz- 
lichem Dank verpflichtet. 
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Anatom, daB es sich um eine Uraemie handelt. Dabei wird angenommen 
(Becher)!), daB der bei Uraemie in die Verdauungssafte ausgeschiedene 
Harnstoff durch Bakterieneinwirkung, also durch bakterielle Ureasen 
gespalten wird. Das ist in der MundhGéhle und im Darmtrakt méglich, 
im Magen jedoch sehr unwahrscheinlich. Der normale Magen ist fast 
keimfrei. Auch im uraemischen Magen finden sich, zumindest in akuten 
Fallen, oft noch hohe Saurewerte und dementsprechend nur sparliche 
Bakterien, wahrend in diesem Zeitpunkt der Ammoniakgehalt schon 
beachtliche Werte erreichen kann (Fossel)?). Demnach zeigen die Am- 
moniakwerte und der Bakteriengehalt des Magens keinen parallelen 
Anstieg. Im uraemischen Magen kommt eine bakterielle Spaltung des 
Harnstoffes auch aus dem Grund kaum in Frage, weil nicht nur der 
Mageninhalt, sondern auch der frische, fast bakterienfreie Magenschleim- 
hautbrei selbst reichlich Ammoniak enthalt. Das Ammoniak wird dem- 
nach nicht erst im Magensaft gebildet, sondern ist schon in der Schleim- 
haut selbst vorhanden. Eine Ausscheidung dieses Ammoniaks aus dem 
Blute kommt nicht in Frage, da durch einwandfreie Untersuchungen 
zahlreicher Autoren (Lit. bei Stanojevic*) der Ammoniakgehalt des 
Blutes bei Uraemie gegeniiber den verschwindend geringen Normal- 
werten nicht erhéht ist. Die Bildung des Ammoniaks im uraemischen 
Magen kann daher nur so erklart werden, daB die Magenscheimhaut 
selbst imstande ist, aus dem bei Uraemie vermehrt angebotenen Harn- 
stoff Ammoniak abzuspalten. Demnach ware vorauszusetzen, daB in der 
Magenscheimhaut ein urease-aihnliches Ferment vorhanden ist. 

Die Angaben in der Literatur iiber das Vorkommen von Urease im tierischen 
und menschlichen K6rper sind sehr widersprechend. In den meisten Lehrbichern 
findet sich die Angabe, da8 Urease nur in der Sojabohne, in verschiedenen anderen 
Pflanzen und auch in Bakterien vorkommt. Licht witz (1930)4) und Edlbacher 
(1942)*) schreiben sogar ausdriicklich, daB Urease im tierischen Organismus nicht 
vorkommt. Lehnartz®) erwihnt, daB Urease in der Magenschleimhaut und in 
anderen tierischen Organen in geringer Menge gefunden wurde, sie habe jedoch fiir 
den tierischen Stoffwechsel kaum Bedeutung, da der Harnstoff als Stoffwechsel- 
endprodukt ausgeschieden wird und sein Abbau also keineswegs im biologischen 
Interesse liege. Bei aller Vorsicht, die wegen der Schwierigkeit, bakterielle Ein- 
fliisse auszuschlieBen, bei der Beurteilung von Angaben iiber das Vorkommen von 
tierischer Urease geboten ist, kann doch das Vorhandensein eines ureaseaihnlichen 
Fermentes in der Magenschleimhaut verschiedener Tiere, vor allem des 
Hundes als gesichert gelten. Luck’) lieB den Gewebsbrei verschiedener Organe 
des Hundes auf hydrolysierte Gelatine einwirken. Erfand da Harnstoff, wahr- 








1) Becher, Dtsch. Arch. klin. Med. 135, 1 (1921); Zbl. Inn. Med., H. 10 
(1924); in Brugsch-Schittenhelm, Spez. Path. u. Ther. Inn. Krankh., 
Bd. VIII, Erg. (1933). 

2) Fossel, Zbl. Pathol. 83 (1944), ebendort 82, 313 (1944). 

5) Stanojevic, Die physiologische und klinische Bedeutung des Blut- 
ammoniaks, Dresden 1938. 

4) Lichtwitz, Klinische Chemie, Berlin 1930. 

5) Edlbacher, Grundri8 der physiol. Chemie, Leipzig 1942. 

6) Lehnartz, Einfiihrung i. d. chemische Physiologie, Berlin 1942. 

7) Luck, Biochemical J. 18, 814 (1924). 
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scheinlich durch Einwirkung von Arginase aus Arginin gebildet wird. Wenn: er 
jedoch eine Mischung von Leber- und Magenschleimhautbrei verwendete, ent- 
stand nicht Harnstoff, sondern eine entsprechende Menge Ammoniak, anschei- 
nend infolge einer harnstoffspaltenden Fahigkeit der Magenschleimhaut. Durch 
weitere Versuche wurde bewiesen, daB die Magenschleimhaut des Hundes tatsich- 
lich Urease enthalt. Unter den von ihm untersuchten Tieren enthalt die Magen- 
schleimhaut der Fleischfresser am meisten Urease. Im Magen der Wiederkauer 
finden sich nur geringe, aber sichere Spuren von Urease, nicht jedoch in dem 
Teil des Magens, in dem die Pepsinverdauung stattfindet. Auch der Magen der 
Nagetiere enthalt keine Urease. Majorow ®) konnte diese Angaben bestitigen. 
In der menschlichen Schleimhaut hat Rigoni®) als erster eine harn- 
stoffspaltende Fahigkeit nachgewiesen. Er versetzte einen Magenschleimhautbrei 
mit einer gepufferten Harnstofflésung und Toluol und konnte dann nach einer 
Stunde bei 40° nach Folin eine deutliche Ammoniakabspaltung beobachten. Nach 
Cardin!®) ist die Urease in der menschlichen Magenschleimhaut sogar schon vom 
4. Monat des intrauterinen Lebens an anzutreffen. Da bei den Ureaseversuchen 
mit frischer menschlicher Magenschleimhaut der immer vorhandene und oft sogar 
betrichtliche praformierte Ammoniakgehalt stért, hat Strehler!!) aus dem 
Magenschleimhautbrei durch 24-stiindige Dialyse das Ammoniak vor Beginn des 
eigentlichen Versuches entfernt, aber damit gleichzeitig, wie er selbst zugibt, die 
Gefahr einer bakteriellen Verunreinigung in Kauf genommen. Auf Grund dieser 
Tatsachen schreibt Riva?) in einer kiirzlich erschienenen Arbeit: ,, Die Vermeh- 
rung des Ammoniakgehaltes des Mageninhaltes bei der Uraemie ist ebenfalls als 
Folge einer fermentativen Spaltung des mit den Verdauungssiften vermehrt 
ausgeschiedenen Harnstoffes, wahrscheinlich durch Bakterienureasen zu betrach- 
ten. Ob dieses Ferment beim Menschen ahnlich wie beim Hund auch in der 
Magenschleimhaut selber vorkommt, ist bisher nicht sicher nachgewiesen.** 


Den anfangs niedergelegten Erwigungen entsprechend war ein 
harnstoffspaltendes Ferment in der Magenscheimhaut anzunehmen. Zu 
seinem eindeutigen Nachweis mute daher ein bakterien- und ammo- 
niakfreies Substrat aus der Magenscheimhaut gewonnen werden, an dem 
eine harnstoffspaltende Fahigkeit zu beobachten war. 


Unter zahlreichen versuchten Extraktionsmethoden hat sich folgendes 
Verfahren als brauchbar erwiesen: Ausgangsmaterial ist méglichst keimarme 
Schleimhaut chirurgischer Magenresektionspriparate (Uleusmagen). Priifung 
des Keimgehaltes durch Gram-Abstriche der Schleimhaut. Meist erst nach Durch- 
mustern zahlreicher Gesichtsfelder des Abstriches vereinzelte grampositive Coccen 
nachweisbar. Abschaben der Schleimhaut mit dem Messer und grobes Zerkleinern 
im Fleischwolf. Einbringen der Schleimhautstiicke in eisgekiihltes Aceton auf 
1 Stde. im Eisschrank, Abzentrifugieren und Trocknen im Vakuumexsiccator 
iiber Silika-Gel in diinner Schicht. Die trockene Schleimhaut wird in einer kleinen 
Mithle und anschlieBend in der Reibschale fein vermahlen, dreimal in Ather ent- 
fettet und nochmals getrocknet. Dieses entfettete Trockenschleimhautpulver 
wird mit der zehnfachen Menge steriler physiologischer Kochsalzlésung 1 Stde. 
unter CO, bei Zimmertemp. geriihrt, die abzentrifugierte Flissigkeit i. V. bei 25° 
wieder unter CO, auf 1/,, Vol. eingedampft, unter scharfem Riithren im Rihr- 
apparat mit der fiinffachen Menge eisgekiihltem Aceton gefallt, der Niederschlag 
abzentrifugiert und durch 2-maliges Lésen in wenigen ccm Aqua dest. und neuer- 
liches Ausfillen mit Aceton gereinigt und schlieBlich im Vakuumexsiccator ge- 


8) Majorow, Biochem. Z. 241, 228 (1931). 

®) Rigoni, Ber. g2s. Physiol. exp. Pharmakol. 55, 530 (1930). 
10) Cardin, Ber. g2s. Physiol. exp. Pharmakol. 77, 102 (1934). 
11) Strehler, Schweizer Med. Wschr. 1943, 942. 

12) Riva, Helvetica Med. Acta 10 (1943) Suppl. XII. 
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trocknet. Aus 250 g frischer Schleimhaut erhalt man so etwa 6 g Trockenpulver, 
das NH,-frei ist und, zu einem feinen Pulver vermahlen, sich in Wasser lést. 


Dieser Trockenextrakt zeigt im NH,-freien Reaktionsgemisch eine 
starke harnstoffspaltende Fahigkeit und hat gegeniiber dem entfetteten 
Trockenschleimhautpulver etwa die vierfache Wirkung. Wahrend dieses 
jedoch rasch an Wirkung verliert, auch wenn man es in evakuierte Glas- 
rohren einschmilzt, behalt der Trockenextrakt seine Ureasewirkung 
mehrere Wochen fast unverandert. 


Die Aktivitat der Praparate wurde durch Bestimmung der aus Harnstoff 
abgespaltenen Ammoniakmenge mit dem Apparat von Parnas- Heller gemes- 
sen. Der urspriinglich zum exakten kleinster Nachweis Ammoniakmengen im Blut 
angegebene Apparat gestattet, das in der Probe enthaltene NH, durch Vakuum- 
Dampfdestillation bei héchstens 25° und einem mit Natriumboratpuffer einge- 
stellten pq von 9,20 innerhalb weniger Minuten in einer Saurevorlage aufzu- 
fangen und titrimetrisch zu bestimmen. Auch groBe Versuchsserien kénnen so 
ohne Gefahr einer Laugen- oder Hitzehydrolyse der eiweiShaltigen Probe bei 
einer Fehlergrenze von + 5yNH, durchgefiihrt werden. Bei der Titration der 
verbrauchten Menge »/50-H.SO, wurde folgender Mischindikator verwendet: 
Methylenblau 0,1; Methylrot 0,2; absol. Alkohol ad 200,0. Alle Substanzen und 
Reagenzien wurden vor ihrer Verwendung auf ihren NH,-Gehalt untersucht und, 
falls nétig, entweder durch lingeres Auskochen oder durch Ausschiitteln mit 
Permutit ammoriaxfrei gemacht. Die H-Ionenkonzentration wurde laufend mit 
dem Simplex-[onometer (Firma Lautenschlager, Miinchen) gemessen. Durch 
den Zusatz des verwendeten Natriumboratpuffers wird einerseits die Einwirkung 
des Fermentes sofort unterbrochen, andererseits das zur quantitativen Erfassung 
des NH, ausreichende py erzielt. 

Bei jeder Ammoniakbestimmung wurde folgender Vorgang eingehalten: 
Zuerst Leerwertbestimmung der Apparatur, dann erste Destillation zur Bestim- 
mung des NH,-Gehaltes der Probe und schlieBlich zweite Destillation derselben 
Probe zum Nachweis eventuell noch vorhandener NH,-Reste. Spiter wurde die 
zweite Destillation vielfach durch einen Zusatz von NeBlerschem Reagens zum 
Kolbeninhalt ersetzt. Gegen ein Uberschiumen wurde Octylalkohol verwendet. 
Die angegebeneu Zahlen sind simtlich Mittelwerte aus mehrfachen parallelen 
Versuchsserien. 

Das Temperaturoptimum fiir die Urease der menschlichen Magen- 
schleimhaut liegt bei 50°. Taucht man das Réhrchen mit einer Lésung des Fer- 
mentextraktes auf 5 Min. in ein Wasserbad von 80°, so findet bei einem nach- 
triglichen Harnstoffzusatz eine Ammoniakabspaltung nur mehr in Spuren statt. 
Ein Eintauchen auf 5 Min. in Wasser von 90° vernichtet das Ferment voll- 
stindig und flockt die EiweiBkérper aus. 

Das py-Optimum der menschlichen Urease ist ebenso, wie das fiir die 
pflanzliche Urease angegebene (St. L6vgren)!%) von der Anfangskonzentration 
des Harnstoffs im Reaktionsgemisch stark abhangig, und zwar liegt bei héherer 
Harnstoffkonzentration das optimale py mehr auf der alkalischen, bei niederer 
Harnstoffkonzentration mehr auf der neutralen Seite. Der wahrscheinliche Op- 
timalpunkt liegt zwischen py 7,20 und 7,60 entsprechend einer Harnstoffmenge 
von 0,166 bzw. 0,0693 Mol/Liter im Reaktionsgemisch. Bei einer graphischen 
Darstellung der Fermentwirkung in ihrer Abhingigkeit vom py im Reaktions- 
gemisch findet sich, wenn man auf der Abszisse die py-Werte und auf der 
Ordinate die abgespaltenen NH,-Werte auftragt, eine Kurve, die bei etwa px 3,0 
beginnt und allmahlich ansteigend bei etwa px 6,8 eine steile Richtung nach 
aufwirts bis in die Gegend des optimalen pu nimmt, um dann in fast gerader 
Linie steil abzufallen und bei etwa px 8,3 zu enden. 


18) Lévgren, Biochem. Z. 137, 206 (1923). 
12* 











168 M. Fossel, Bd. 282 (1947) 


Verfolgt man die Reaktionsgeschwindigkeit unter den optimalen Be- 
dingungen (Temperatur 50°, py 7,38) und trigt man die abgespaltenen Am- 
moniakwerte gegen die entsprechende Reaktionszeit kurvenmiaBig auf, so erhiilt 


man eine annihernde Gerade. 
Spuren von Schwermetallsalzen, untersucht wurden Kupfersulfat und 


Kobaltsulfat, hemmen die Fermentwirkung. Ein Tropfen einer 1-proz. CuSO,- 
Lésung auf 10ccm Reaktionsgemisch verhindert eine NH,-Abspaltung voll- 
kommen. Dieselbe Menge von CoSO, gestattet noch eine geringe Wirkung. Blau- 
siure fibrt zu keiner Schidigung. ee e i 

Aus den Ergebnissen dieser Versuchsserien ergibt sich eine weit- 
gehende Ubereinstimmung beziiglich der optimalen Reaktionsbedin- 
gungen und dem zeitlichen Verlauf der Harnstoffspaltung zwischen der 
Urease der menschlichen Magenscheimhaut und den bekannten pflanz- 
lichen Ureasen. Wir kénnen demnach feststellen: Es gelingt, mit 
der angegebenen Methode aus der menschlichen Magen- 
schleimhaut einen bakterien- und ammoniakfreien Trocken- 
extrakt mit starker Urease-Wirkung zu gewinnen. 

Die Urease ist in der menschlichen Magénschleimhaut nicht gleich- 
maBig verteilt. Extrakte vom Fundusteil des Magens waren fast doppelt 
so wirksam, wie Extrakte vom Pylorusteil derselben Magen. Auch andere 
menschliche Organe wurden nach derselben Methode auf ihren Gehalt 
an Urease untersucht. Duodenum, Jejunum, Tleum und Niere waren 
véllig frei von Urease. In den Extrakten der Colonschleimhaut war 
nur eine ganz geringe Ureasewirkung nachweisbar. Sie betrug etwa 
3% von der Wirkung der Magenschleimhaut, kénnte also in diesem 
bakterienreichen Organ auch auf nicht zu beseitigende bakterielle Ver- 
unreinigungen zuriickgefiihrt werden. Leberextrakte waren teils unwirk- 
sam, teils zeigten sie eine geringe Ureasewirkung. 

Bestimmungen der Ureaseaktivitat der menschlichen Magenschleim- 
hautextrakte in Ureaseeinheiten nach Sumner!*) ergaben einen durch- 
schnittlichen Ureasegehalt von 20—25 Einheiten pro g Extrakt. Die 
Ureaseeinheit nach Sumner ist die Ureasemenge, die bei 20° in 5 Mi- 
nuten unter bestimmten Reaktionsbedingungen 1 mg NH,-N aus Harn- 
stoff freisetzt. Aus der gesamten Schleimhaut eines Magens kann man 
etwa 1—2 g Trockenextrakt gewinnen, entsprechend einer Ureasemenge 
von durchschnittlich 35 Urease-Einheiten. In vitro ist eine solche 
Ureasemenge imstande, unter physiologischen Bedingungen bis zu 1 g 
Ammoniak in der Stunde aus Harnstoff freizumachen. 

Der normale Magensaft hat einen durchschnittlichen Ammoniak- 
gehalt von 4—5 mg%. Der héchste von uns bisher gefundene Wert 
betrug im Magensaft 96 mg% NH, bei einer schweren Uraemie mit 
einem Blut-Rest-N von 314 mg%. Bei einem Fall von pernicidser 
Anaemie betrugen die Ammoniakwerte im Magensaft 1,5 mg%, sie 
waren also gegeniiber dem Durchschnitt deutlich vermindert. Fiir ge- 
naue quantitative Angaben iiber die Einzelheiten der Ammoniak- 
abspaltung aus Harnstoff im Magen reicht die Zahl der bisherigen Unter- 


aa ‘Sumner, Ber. dtsch. chem. Ges. 63, 582 (1930). 
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suchungen noch nicht aus. Dafiir fehlen vor allem auch noch ausrei- 
chende Untersuchungen iiber individuelle und pathologische Schwan- 
kungen im Ureasegehalt der menschlichen Magenschleimhaut. Solche 
Schwankungen scheinen in hohem MaBe méglich, wie das der erwaihnte 
Befund an der atropischen Magenschleimhaut bei Perniciosa und die 
besonders groBe Ausbeute an Urease in hypertrophischen Schleimhauten 
von Ulcusmagen vermuten lassen. Die oben als Durchschnittszahl an- 
gegebene Ureasemenge des Magens von 35 Einheiten lat jedenfalls die 
Annahme berechtigt erscheinen, daB die Magenurease zur ne 
auch hoher Ammoniakwerte im Magensaft ausreicht. 

Der Ort der Ureasewirkung sind die Zellen der 1} Magenschlisimhaat. 
Hier findet sich auch das fiir die Urease notwendige py. LaBt man 
auf einen frischen, unfixierten Gewebeschnitt der Magenscheimhaut eine 
Mischung von Harnstoff und NeBlerschem Reagens unter dem Deckglas 
einwirken, so entstehen nach einiger Zeit, anscheinend in den Haupt- 
zellen der Magenschleimhaut gelbe Korner als Zeichen dafiir, daB hier 
Ammoniak gebildet worden ist. Kontrollschnitte, nur mit NeBler-Reagens 
und nur mit Harnstofflésung behandelt, blieben frei. 

Im bakterienarmen sauren Magensaft konnten wir Urease nicht 
oder nur in unwesentlichen Spuren nachweisen. Zu demselben Ergebnis 
kamen auch Berend und Hallan"); Strehler™) erwaihnt zwar auch 
im Magensaft ein Vorkommen von Urease, er kann aber in seinen Ver- 
suchen Fehlerquellen durch bakterielle Verunreinigungen nicht aus- 
schlieBen. Der starke Saiuregehalt des normalen Magensaftes wiirde ja 
auch eine nennenswerte Tatigkeit der Urease nicht zulassen, deren 
optimale Aktivitat in einem ganz anderen py-Bereich liegt. Auch ist 
zumindest von der pflanzlichen Urease bekannt, daB sie durch Pepsin 
zerstért wird. Im anaciden Magensaft scheint Urease vorzukommen, 
doch ist hier eine exakte Beurteilung schwierig, weil solche Magensiifte 
immer einen betrachtlichen Bakteriengehalt haben. So zeigen anschei- 
nend Magenurease und Pepsin in bezug auf den Ort ihrer Wirkung 
einen deutlichen Unterschied. 

Kine schéne Erginzung unserer Befunde hinsichtlich der Wirkungsweise 
der Magenurease geben zwei in der Literatur niedergelegte ex perimentelle Be- 
obachtungen. Nach intravenéser oder peroraler Zufuhr von Harnstoff 1aBt 
sich im Tierexperiment eine deutliche Zanahme von Ammoniak im Magenvenen- 
blut beobachten (Luck und Seth?*). Sumida?’) hat Durchstrémungsversuche 
am isolierten Hundemagen mit und ohne Harnstoffzusatz durchgefiihrt. Dabei 
kam es zu einem Verlust an Harnstoff-N in der Durchstrémungsflissigkeit, 
wihrend gleichzeitig eine entsprechende Zunahme an Ammoniak-N in der Magen- 
schleimhaut und im Mageninhalt festzustellen war. Von dem in einer absoluten 
Menge von 36,66 mg verlorengegangenen Harnstoff-N wurden 30,87 mg auf diese 
Weise wiedergefunden. 


Den bisherigen Ausfiihrungen ist zu entnehmen, daB im mensch- 


15) Berend u. Hallan, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 126, 478 (1941). 
16) Luck u. Seth, Biochemical J. 19, 357 (1925). 
17) Sumida, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 87, 346 (1935). 
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lichen Magen eine Urease nicht nur vorkommt, sondern auch wirksam 

ist. Ihre Tatigkeit scheint sogar, soweit man das heute iiberblicken kann, 

groBe vielseitige Bedeutung zu haben: 

1. Spaltung des mit dem Blut zugefiihrten Harnstoffes in carba- 
minsaures Ammonium und Ammoniak, bei vollstaéndiger Spal- 
tung in Kohlensiure und Ammoniak. 

. Beeinflussung des Blutharnstoffspiegels, vor allem bei behin- 
derter Nierenfunktion und dementsprechender Erhéhung des 
Blutharnstoffes. 

3. Ubertritt der Spaltprodukte in Blut und Magensaft. Daher kommt 

4, der Magen als bisher unbekannte Bildungsstelle des Blutammo- 

niaks in Betracht und diirfte demnach 

5. nicht ohne EinfluB auf die Regulierung des Siure-Basengleich- 

gewichtes sein. 

6. Scheint ein Zusammenhang mit der Salzsiurebildung des Magens 

zu bestehen und schlieBlich 

7. die Ursache der uraemischen Gastroenterocolitis gefunden zu sein. 

Uber weitere diesbeziigliche Untersuchungen wird zu gegebener Zeit 

berichtet werden. 


bo 


Ein Verfahren zur Isolierung von Bernsteinsdéure aus Harn 
Von 
Karl Thomas und Giinther Weitzel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15, Mai 1945) 


Vor einiger Zeit ist aus unserem Arbeitskreis mitgeteilt worden, daB 
die Bernsteinséure (fortan Bs) in prapaiativ erfaBkaren Mengen im 
Harn von Hunden vorkommt, die mit Alkylbernsteinsduren gefiittert 
worden waren’). Spaiter wurde aus dem F16Bnerschen Arbeitskreis 
von Hanson?) berichtet, daB Bs im Harn von Menschen angetroffen 
wird, die ein in jener Mitteilung nach Herkunft nicht naher charakteri- 
siertes Kunstfett zu essen bekommen hatten. Wir haben ihr Auftreten 
im Harn seit unserer letzten Mitteilung eingehend verfolgt, wobei zu- 
nachst die bisher offene Frage geklirt werden mute, ob die Saure 
regelmaBig, wenn auch nur in Spuren, im Harn auftritt. Hierzu war die 
Ausarbeitung eines zuverlissigen Verfahrens zur Bestimmung der Bs 
im Harn erforderlich. 

ForBmann!) gibt eine Methode an, die sich der sehr spezifischen 


1) R. Emmrich, P. Neumann u. I. Emmrich-Glaser, diese Z. 267, 
288 (1941). 

2) H. Hanson, Ernahrung 6, 273 (1941). Z. ges. exp. Med. 118, 226 (1943). 

3) §. Forssmann, Acta physiol. scand. 2., Suppl. V. (1941). 
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Succinodehydrase bedient und sich ihm als Mikromethode fiir Gewebs- 
auszlige als recht geeignet erwiesen hat. Er hat ferner alle Méglichkeiten 
zusammengestellt, gewisse Farbenreaktionen kolorimetrisch auszuwer- 
ten; ihre Spezifitat 14Bt oft zu wiinschen iibrig. — 

Wir bemiihten uns dagegen um die Ausarbeitung eines Verfahrens, 
das eine Isolierung der Bs in praparativem MaBstabe erméglichen 
sollte, da uns nur dann das Vorkommen der Saéure im Harn wirklich 
gesichert erschien. Die nach zahlreichen Versuchen von uns entwickelte 
Methode setzt sich aus folgenden Arbeitsgingen zusammen: 

1. Einengen des Harnes bei nativer Reaktion auf 1/, bis 1/,) seines 
urspriinglichen Volumens, Ansdéuern mit H,SO, zur deutlich kongo- 
sauren Reaktion und erschépfende Extraktion mit Ather. 


Da bei der Bs der Verteilungsquotient Wasser-Ather ungiinstig fir Ather 
ist, konnten wir nicht — wie Flaschentragers Arbeitskreis — den nur 
wenig eingedickten Harn wiederholt mit Ather schiitteln, wie dies bei den 
Ziricher Arbeiten nach Fiitterung groBer Mengen gewisser aliphatischer Di- 
carbonsiuren der Fall war. Denn dabei werden Bs und andere Sauren mit 
ungiinstigem Verteilungsquotient leicht iibersehen. Wir nehmen bei unserer 
Arbeitsweise in Kauf, da8 aus dem stark eingedickten Harn auch bedeutend 
mehr unerwiinschte Saiuren in den Extrakt mit iibergehen. Oxalsiure scheint 
allerdings beim Eindampfen des Harnes in die vie! schwerer atherlésliche Oxalur- 
siure tiberzugehen. In ihnlicher Weise bilden sich beim Eindicken aus den 
nicht stérenden Aminoséuren itherlésliche Ureidosiuren; wenn bei groBen 
Harnmengen wochenlang bei kongosaurer Reaktion extrahiert wird, kénnen 
daraus die in Ather auch nicht ganz unléslichen Hydantoine entstehen. Sie 
kénnen spiter durch Zerkochen mit Lauge ebenso wie Hippursiure und ahnliche 
Stoffe zerstért und entfernt werden. 


2. Verarbeitung des ersten (rohen) Atherextraktes. 


Friiher behandelten wir den ersten Atherextrakt nach Krusius mit 
KMnO,‘*) und schlossen eine Silberfaillung an. Spiter fanden Simola und 
Alapeuso *), daB dabei aus Vorstufen wie a-Ketoglutarsiure u. a. Verbin- 
dungen Bs entsteht und demgema8 zu hohe Werte erhalten werden. Der Ex- 
trakt mu8 daher in anderer Weise vorgereinigt werden. 

Als gut brauchbar erwies sich uns die Spaltung der stickstoffhaltigen Be- 
standteile des Atherauszuges — besonders der Hippursiure — mit H,SO, und 
nachfolgende Wasserdampfdestillation, wobei fliichtige Sauren (Benzoe-, Phenyl- 
essigsiure u. a.) entfernt werden*). Die Spaltung erfolgt mit gréBerer Sicherheit 
vollstindig beim Zerkochen mit Lauge, wobei aber dann fiir die Wasserdampf- 
destillation mit H,SO, angesduert werden mu8. Um die hierbei anfallenden 
groBen Salzmengen wieder loszuwerden, mu8 anschlieBend erschépfend mit 
Ather ausgezogen werden. Diese Operationen, die damit einen zweiten, gerei- 
nigten Atherextrakt liefern, sind im ganzen sehr zeitraubend. Zum weiteren 
Herausarbeiten der Bs aus dem so gereinigten Atherextrakt diente uns ihre 
Schwerléslichkeit in Benzol und in Essigester-Petrolither oder auch die ihres 
Bariumsalzes in Athanol (1). Dieses Verfahren bewihrte sich aber nur, wenn 
die Konzentration der Bs im Atherauszug nicht gar zu gering war. Sonst nahm 
Benzol dank der vielen Lésungsgenossen auch Bs in erheblichen und schwanken- 


den Mengen mit auf. 


4) F. E. Krusius, Acta physiol. scand. 2., Suppl. IIT (1940). 

5) P. E. Simola u. H. Alapeuso, diese Z. 278, 57 (1943). 

6’) R. Emmrich u. E. Héhne, Ber. Verh. sichs. Akad. Wiss. Leipzig, 
math.-physische KI. 92, 3 (1940). 
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Bei der weiteren Durcharbeitung des Verfahrens blieben wir anfangs prin- 
zipiell bei der bisher tiblichen Methodik und suchten sie nur in Einzelheiten 
zu verbessern. Es wurde eine Silberfallung angeschlossen oder die Behandlung 
mit KMnO, an verschiedenen Stellen des Arbeitsganges eingeschoben. Alle 
diese Abainderungen nutzten aber nicht viel, besonders dann nicht, wenn es sich 
darum handelte, in Hunderten von Litern Harn nach Spuren zu suchen. 

Eine betrachtliche Verbesserung stellt nun die Extraktion 
des ersten rohen Atherauszuges mit einer sauren, konzentrierten Salz- 
lésung dar: Der Atherriickstand wird mit 50-proz. NaHSO,-Lésung 
(D 1,441/20°) mehrmals intensiv geschiittelt. 

Es lésen sich 625 mg Bs in 100 ccm der Salzlésung bei 20°; Oxalsaure, 
Citronensaure, Apfelsaure, Glutarsiure sind darin lcichter léslich; Fumarsiure, 
Hippursiure, Phenylessigsiiure, aromat. Oxysiuren, Furandicarbonsiure, das 
Unverseifbare usw. sind praktisch unléslich. Allgemein kann man sagen, da8 
sich in der NaHSO,-Lésung nur solche Sauren des Harnes finden, die gleich- 
zeitig ausreichende Ather- und Wasserléslichkeit besitzen; denn sie miissen 
1. mit Ather extrahiert sein und 2. von der Salzlésung aufgenommen werden, 
deren Lésungsvermégen zwar recht gering ist, aber ungefahr parallel zur Wasser- 
léslichkeit der betreffenden Substanz geht. 

3. Der NaHSO,-Auszug wird mit Ather extrahiert und liefert 
den zweiten (,gereinigten’) Atherextrakt, der nun auf vollig 
andere Weise weiterverarbeitet wird: Der Atherriickstand wird mit Hilfe 
von absol. Ather getrocknet und quantitativ mit Athanol verestert. 
Bei Abdestillieren des Alkohols wird Oxalsaéureester mit entfernt. Das 
zuriickgebliebene Estergemisch wird mit Petrolither ausgezogen, mit 
welchem der Bs-Ester in jedem Verhaltnis mischbar ist. 

Der Petrolaitherauszug enthilt keine aromat. Oxysiuren (Millonsche 
Probe negativ); sollten noch Spuren von Hippursiure bis hierher verschleppt 
worden sein, so werden sie im Laufe der weiteren Aufarbeitung zerstért. 

4. Nach Abdampfen des Petrolathers wird der Riickstand mit Lauge 
verseift und mit tiberschiissiger HCl] zur vélligen Trockne gebracht. Der 
Riickstand wird mit absol. Aceton ausgezogen, in dem Bs zu rd. 5°%, 
loslich ist. 

5. Zur weiteren Isolierung wird die Bernsteinséure in das An- 
hydrid tbergefithrt und sublimiert. 

Bs bildet ein leicht sublimierbares, monomeres Anhydrid, wihrend ihre 
Homologen, von der Adipinsiure an aufwirts, unter gewohnlichen Bedingungen 
nicht mehr sublimierbare, polymere Anhydride geben’). Das Anhydrid wird 
mit einem groBen Uberschu8 von Essigsiureanhydrid durch Kochen unter 
RiickfluB hergestellt, wobei die restliche Oxalsiure zerstért wird. Der groBe 


UberschuB von Acetanhydrid soll die Bildung des monomeren Bs-Anhydrides 
begiinstigen und das Entstehen gemischter Anhydride aus Bs und anderen 


130° leicht quantitativ sublimieren; nach Eindampfen des Sublimates mit 
reichlich H,O bleibt die freie Saiure zuriick. Sie wird von anhaftenden déligen 
Beimengungen durch Absaugen «uf einer kleinen Ton-Filterplatte befreit und 
ist dann meist schon zur Identifizierung durch Schmelz- und Misch-Schmelz- 
punkt geniigend rein. Wenn nétig, wird die gewonnene Siure mit wenig kaltem 
Essigester gewaschen, in dem sie sich nur zu ca. 1% lost. 


7) W. H. Carothers u. Mitarbb., 7. Amer. chem. Soc. 54, 1569 (1932). 





Sauren verhindern. Das Bs-Anhydrid ]i8t sich bei einigen mm Hg und 100 bis . 





— sn ~~ 


ln? on. eo a 


ae KM QF eet OOOO OO 


hs ee FD OS 


a 

















Bd. 282 (1947) Verfahren zur Isolierung von Bernsteinsiure aus Harn 173 














































Mit diesem Verfahren ist es nunmehr méglich, Bs auch in sehr ge- 
ringen Mengen aus Harn zu isolieren. 

Wir geben im folgenden die genaue Beschreibung der chemischen 
Methodik am Beispiel einer Kontrollbestimmung mit Bs-Zusatz, die zu- 
gleich zeigt, inwieweit das Verfahren quantitativen Anspriichen geniigt. 
Es wurden von der zugesetzten Bs 82% wiedergefunden; ein Prozent- 
satz, der in Anbetracht der zahlreichen Arbeitsginge als zufriedenstel- 
lend angesehen werden kann. 


Versuchsteil 


30 1 Harn von mehreren stoffwechselgesunden Personen wurden bei nativer 
Reaktion in Nirosta-Schale auf Ostwald-Ofen auf 3,8 | eingeengt. Dieses 
Volumen wurde genau halbiert und zu der einen Hilfte (B) 147,5 mg Bs zuge- 
setzt. Beide Teile wurden mit dem gleichen Volumen H,SO, (20%) bis zur 
kongosauren Reaktion versetzt und erschépfend mit Ather extrahiert (je 150 
Stdn. im Kutscher-Steudel-Apparat). Weitere Behandlung der Ather- 
extrakte: Abdampfen des Athers, Atherriickstand im Vak. -Exsiccator ge- 
trocknet (48 Stdn.), Aufnehmen in absol. Aceton, Uberspiilen in Schliffstopfen- 
flasche (1 1), Verjagen des Acetons auf. dem Wasserbade. Der Riickstand wurde 
mit 300, 200, 200 com NaHSO,-Lésung (50%; D 1,441/20°) je 8 Stdn. geschiit- 
telt. Nach jeder Schiittelperiode wurde die NaHSO,-Lésung vom Ungelésten 
abfiltriert und dieses erneut mit der Salzlésung_ geschiittelt. Die vereinigten 
Filtrate (etwa 700 cem) wurden 150 Stdn. mit Ather extrahiert (Kutscher- 
Steudel-Apparat), die beiden Atherextrakte abgedampft und die Riickstande 
durch Abdestillieren von je 1200 ccm absol. Ather getrocknet ®). 

Veresterung der beiden getrockneten Atherriickstinde nach der Methode 
von Mitchovich °): Dreimaliges Abdestillieren von je 200 ccm eines Gemisches 
von absol. Athanol-Toluol (Vol.-Verh. 2:1) unter Zusatz von 0,2 ccm konz. 
H,SO,. Ausziehen des Estergemisches mit Petrolither (500 ccm), Zusatz von 
festem NaHCO, zum Petrolitherauszug bis zum Aufhéren der CO,-Entwicklung. 

Abdampfen des Petrolithers und Verseifung des Riickstandes mit 20 ccm 
33-proz. NaOH, 20 ccm H,O und 40 ccm Methanol; 3 Stdn. unter RiickfluB 
gekocht. Abdampfen des Methanols und Athanols, ‘Ansauern mit verd. HCl 
(kongosauer), Abdestillieren aller fliichtigen Bestandteile bei 12 mm bis zur 
Trockne. Erschopfendes Ausziehen des Riickstandes mit absol. Aceton; reines 
NaCl blieb zuriick. Abdestillieren des Acetons. 


Gewicht der Acetonriickstinde: A) 8,2332 g. B) 8,2914 g. 

Anhydrisierung der Aceton-Riickstinde mit je 100 ccm Essigsiureanhy- 
drid; 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. 

Abdestillieren des Acetanhydrids bei 15 mm aus einem Wasserbad von 65°. 

Sublimation der Riickstinde: ca. 40 Stdn., 1259/4 mm. 

Aufnehmen der Sublimate in je 300 com H,O, Kochen und Eindampfen. 

Es blieben Kristalle, mit ge!blichem Ol verschmiert. Vermutlich z. TI. 
Essigsiure-Spuren, daher Gewichte dieser mit H,O aufgeschlossenen Roh- 
Sublimate stark unterschiedlich: 

A) 0,5523 g. B) I) 0,7001 g 

II) 0,0721 g (nach Wechsel des Subl.-Rohres) 
0,7722 g. 





8) Amer. Pat. 2 152 164, s. a. Chemiker-Ztg. 65, 475 (1941). 
®) V. M. Mitchovich, Bull. Soc. chim. France (5) 4, 1661 (1937); Chem. 


Zbl. 1988 I, 2156. 
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Absaugen des Ols auf kleiner Tonfilterplatte, Nachwaschen mit wenigen Tropfen 
kaltem Essigester. Es blieben farblose Kristalle reiner Bs. 



































, Mikro-Blei- 
Menge Schmp. Misch- succinat- 
in g Schmp. Probe 
A 0,1142 180—182° | 180—182° TRaman 
B bei I (s. 0.) 0,2307 180—182° 181—183° 
B bei II (s. 0.) 0.0053 173—182° 179—182° 
Gesamt 0,2360 
| Sublimations- 
| riickstinde: 
A 3,6742 
B 2,4623 
Auswertung: 


Bei A: 151 Harn ohne Bs-Zusatz: 114,2 mg = 7,61 mg/l. 

Bei B: 15/1 Harn mit Zusatz von 147,5 mg Bs, gefunden 236 mg. 

Zusatz 147,5 mg = 100%; davon wurden wiedergefunden 121,8 mg (= Dif- 
ferenz B — A: 236 —- 114,2 = 121,8 mg), das sind 82,6% der zugesetzten Menge. 


Wir danken Frl. Herta Pfeil fiir ihre unermiidliche und verstaindnisvolle 
Hilfe. 


Zusammenfassung 


1. Es wird ein Verfahren beschrieben, das Spuren von Bernstein- 
siure aus Menschenharn darzustellen gestattet. Es benutzt die Léslich- 
keit der Saure in Ather und in konz. Bisulfatlésung und bedient sich des 
Esters und des Anhydrids bei der weiteren Reinigung. 

2. An Hand eines Versuches mit Bernsteinséure-Zusatz zu gewohn- 
lichem Menschenharn wird gezeigt, da sich die Methode auch in quan- 
titativer Hinsicht bewahrt: 82,6°/, der zugesetzten Bs wurden wieder- 
gefunden. 


Uber das regelmaBige Vorkommen der Bernsteinsaure 
im menschlichen Harn 
Von 
Giinther Weitzel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) 


Bisher war es eine offene Frage, ob die Bernsteinsaure ein normaler 
Bestandteil des menschlichen Harns ist oder nicht, obwohl dieses Pro- 
blem seit iiber hundert Jahren bearbeitet wurde. 


Die Angaben des Schrifttums sind recht widerspruchsvoll, es stehen sich 
zwei Gruppen von Autoren gegeniiber: Die eine Gruppe erblickt in der Bern- 
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steinsiure (fortan Bs) einen regelmaBigen Harnbestandteil beim Menschen 
und gewissen Tieren, wobei die ausgeschiedene Menge von der Nahrung beein- 
fuBt werden soll. Zu dieser Gruppe sind auch diejenigen Untersucher zu rechnen, 
die nach oraler Zufuhr von Bs oder Asparagin einen betrichtlichen Teil der 
verfiitterten Saiure im Harn wieder auffanden. Hierher gehéren Wohler +), 
MeiBner *), Koch ?), MeiBner und Shepard 4), Hilger *) und Rudzki*). 
Vor allem MeiBner hat regelmaBig Bs im Harn auffinden kénnen, und zwar 
in relativ groBen Mengen: bei einem mit Fleisch und Fett gefiitterten Hunde 
z. B. 2 g Bs in 800 ccm Harn! 

An Zahl gréBer ist die andere Gruppe von Autoren, die weder im normalen 
Harn noch nach Fiitterung von Bs, Asparagin oder anderen Substanzen die 
Saure im Harn nachweisen konnten: Piotrowsky’), Kiihne®), Hallwachs’), 
Salkowski!*), Longo"), Radziejewski?*), Marfori?*), Baer und 
Blum ?4) und Balassa?*) berichteten iiber Versuche mit negativem Ergeb- 
nis. Flaschentrager**) nimmt an, da normalerweise keine Bs im Harn 
zu finden sei; er glaubt mit Sicherheit sagen zu kénnen, daB z. B. im Rinder- 
blut nicht mehr als 0,2mg% Bs enthalten sind1’), womit er auch die Tat- 
sache erklirt, daB bisher niemals mit Sicherheit die Bs im Harn nachgewiesen 
wurde. Thunberg?*) fand allerdings mit seiner Fermentmethode 0,6 mg % 
im menschlichen Blutserum. Krusius ”) nimmt an, da8 der Harn, wenn 
iiberhaupt, nur ganz geringe Mengen Bs enthalt. Mit der Silbersalzmethode 
konnte er im Atherauszug des Harns niemals deutlich nachweisbare Bs-Mengen 
finden. 


Der Grund dafiir, da8 Bs manchmal gefunden und oft auch vermiBt 
wurde, liegt allein am Fehlen einer zuverlassigen Bestimmungsmethode. 
Besonders Salkowski!®} hat sich sehr um die Ausarbeitung eines 
empfindlichen Verfahrens bemiiht. Er konnte aber niemals Bs nach- 
weisen und fiihrte daher eine Auseinandersetzung mit MeiBner (s. 0.), 
dessen Versuchsergebnisse er ablehnte. Das von uns ausgearbeitete Ver- 
fahren (siehe vorangehende Mitt.) gestattet nun die praparative Er- 


1) F. Wohler, Z. Physiol. 1, 141 (1824). 

2) G. MeiBner u. F. Jolly, Z. rat. Med. 24, 97 (1865). 

3) Koch, Z. rat. Med. 24, 264 (1865). 

4) G. MeiBner u. C. U. Shepard, Unters. iib. d. Entstehen d. Hippursiiure 
im tier. Organismus. Hannover 1866. 

5) A. Hilger, Liebigs Ann. Chem. 171, 208 (1874). 

6) Rudzki, St. Petersburger klin. Wschr. 29, 1 (1876). 

7) Piotrowsky, zit. n. Buchheim, Arch. physiol. Heilk. 1, 234 (1857). 

8) W. Hallwachs, Liebigs Ann. Chem. 106, 160 (1858). 

®) Kiihne, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 12, 396 
1858). 
' 10) KE. Salkowski, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 4, 95 
(1871) u. Ber. dtsch. chem. Ges 12, 648 (1879). 

1) v. Longo, diese Z. 1, 213 (1877). 

12) §. Radziejewski, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 
43, 268 (1888). 

13) P. Marfori, Ann. chim. farm. 23, 193, s. Jahresber. Fortschr. Tierchem. 
26, 74 (1896). 

14) J. Baer u. L. Blum, Hofmeisters Beitr. 11, 101 (1908). 

15) G. Balassa, diese Z. 249, 217 (1937). 

16) B. Flaschentrager, diese Z. 159, 297 (1926). 

17) B. Flaschentriger u. G. Léhr, diese Z. 174, 302 (1928). 

18) T. Thunberg, Acta med. scand. Suppl. 90, 122 (1938). 

19) F. E. Krusius, Acta physiol. scand. 2, Suppl. III (1940). 
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fassung auch sehr kleiner Bs-Mengen (weniger als 1 mg/l), so daB eine 
endgiiltige Beantwortung der Frage, ob die Bs im menschlichen Harn 
vorkommt, méglich erscheint. Es wurden die Harne einer Anzahl stoff- 
wechselgesunder Personen untersucht und in jedem Falle Bs ge- 
funden. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 nach steigendem Bs-Gehalt 
zusammengestellt. 











Harn Bernsteinsaure 
Nr Versuchs- 
se person Volumen Sammel- mg/! mg/Tag 
in / tage 
] Ros. 30 23 1,91 2,5 
la Rés.*) 6,2 7 2,6 2.0 
“4 Kn. 25 20 1,9 2,4 
3 R6én 30 20 3,0 4,6 
4 Wa 22,4 14 pe 5,2 
5 Mu 30 24 4,9 6,2 
6 St 24 16 5,4 8,1 
7 Kl. 24,2 17 5,9 8,4 
8 Rént. Bl,! 25 6,7 8,3 
9 Be 23,6 16 6,5 9,6 
10 Wei 30 26 8,8 10,1 
1] Pf 29 20 1,5 10,8 
12 A}, **) 24,8 15 1,2 12,0 


























*) Die gleiche Versuchsperson 3 Mon. spiter. 

**) Stoffwechselgesund, aber traumatischer Leberschaden. 

Tab. 1. Vorkommen von Bernsteinsiure im Harn stotfwechselgesunder 
Versuchspersonen. 


Damit diirfte nunmehr sichergestellt sein, daB die Bs tatsachlich 
ein normaler Bestandteil des menschlichen Harnes ist. Die tagliche Bs- 
Ausscheidung liegt danach beim Menschen zwischen 2 und 12 mg, und 
zwar bei ganz verschiedener Kost der einzelnen Versuchspersonen. Die 
wirkliche Bs-Ausscheidung diirfte noch um ein Geringes héher liegen, 
denn die Kontrollversuche mit Bs-Zusatz zum Harn zeigten, daB bei 
der Aufarbeitung die Saure nicht zu 100°/,, sondern nur zu 80—-90% 
erfaBt wird. 

Nimmt man fiir Harn einen durchschnittlichen Bs-Gehalt von 5 mg /1 
= 0,5 mg% an, so liegt dieser Wert in der gleichen Gré®enordnung, 
wie sie durch Flaschentragers Mitteilung zum Ausdruck kommt, der 
fiir Rinderblut — wenn iiberhaupt — einen Bs-Gehalt von unter 0,2 mg%, 
annimmt?!’). Durch den Nachweis der taglichen geringen Bs-Ausschei- 
dung werden auch die Ergebnisse der in-vitro-Versuche erganzt, wonach 
in den meisten Geweben Fermentsysteme zur Synthese und zum Abbau 
der Bs vorhanden sind*°). Nach Thunberg!*) betragt der Bs-Gehalt 
des menschlichen Blutserums 0,6—0,7 mg®%,, der des Liquor cerebro- 





20) S. Forssmann, Acta physiol. scand. 2, Supp!. V (1941). 
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spinalis 0,3—0,4 mg%. Diese mit Thunbergs Fermentmethode er- 
haltenen Werte sind praktisch die gleichen, wie wir sie mit unserer 
chemisch-praparativen Methode im Harn erhielten. 

Wihrend die iiblichen Schwankungen der Kost die Bs-Ausscheidung 
nicht merklich zu beeinflussen scheinen, Jassen sich durch hohe Glucose- 
gaben geringe, aber deutliche Erhéhungen im Bs-Gehalt des Harnes 
erzielen. Zwei stoffwechselgesunde Versuchspersonen nahmen 8 Tage 
lang taglich innerhalb einer Stunde 250 g reinen Traubenzucker auf. 
Die Kost (Wehrmachtverpflegung) wurde unverandert beibehalten; 
alimentaire Glykosurie trat niemals auf. Vor, wahrend und nach dem 
Glucoseversuch wurde der Harn quantitativ gecammelt (Tab. 2). 


Vesuieeein Tite Harn- Sammel- Tagl. Bs-Aus- 
i a se volumen in / tage scheidung in mg 

V or dem Glucoseversuch: 30 ; 23 2,5 
W ahrend des Versuchs: 13,45 8 9,9 
Nach- Tage I . 4,625 5 5,55 
Nach-Tage II 6,2 sp 2,3 
Versuchsperson Wei. : 
V or dem Versuch: 30 26 10,1 
Wahrend des Versuchs: 9,68 8 17,8 
Nach- Tage: Bestimmung aus éuBeren Griinden nicht mehr méglich. 


Tab. 2. Beeinflussung der Bernsteinsiure-Ausscheidung durch 8-tigige 
Zukost von je 250 g Glucose. 


Wahrend der Glucose-Zufuhr, die eine stofartige Erhéhung der 
taéglichen Kohlenhydratmenge um mindestens 50% bedeutete, trat also 
bei beiden Versuchspersonen eine leichte Bs-Erhéhung im Harn ein. 
Bei Ros. sieht man deutlich das Absinken in der Nachperiode bis zum 
Wiedererreichen des urspriinglichen Normalwertes. 


Eine sichere Deutung dieses Befundes ist z. Zt. nicht méglich. Nach dem 
Citronensiurecyclus wird die aus dem Zucker stammende Brenztraubensiure 
mit Oxalessigsiure zu Citronensiure kondensiert, worauf dann der bekannte 
Abbau einsetzt. Es ist also bei Glucosebelastung mit einer vermehrten Zi- 
tronensiure- und damit auch Bs-Bildung zu rechnen. Vielleicht wird dabei 
im Nierengewebe die Schwelle fiir Bs stirker als gewéhnlich iiberschritten oder 
die Riickresorptionsfihigkeit fiir Bs sinkt, weil im Nierengewebe die Bs-Kon- 
zentration bereits héher ist als bei gew6hnlicher Kost. Die Folge wiire ein er- 
héhter Bs-Gehalt des Harnes. 

Die hohe Glucosebelastung bedeutet fiir den intermediaren Stoffwechsel 
ein Uberangebot an H,-Donatoren. Die anfallende Menge ist zu groB, als daB sie 
in kiirzester Zeit ohne besondere Muskelleistung verbrannt werden kénnte. Zur 
Bewiltigung des Uberangebotes stehen zwei Wege zur Verfiigung: 1. Muskel- 
arbeit, die sehr rasch und wirksam H,-Donatoren verbraucht; 2. Uberfiihrung 


‘des Uberschusses in die Speicherformen Glykogen und Fett. Der erste Weg 


kam bei diesen Versuchspersonen kaum in Frage, dagegen diirfte der zweite 
Weg von Bedeutung sein. Da die Glykogenspeicherung begrenzt ist, wird man 
hier im wesentlichen eine Umwandlung des Zuckers in Fett annehmen miissen, 
evtl. mit Glykogen als Vorstufe. Dabei sind wohl sicher irgendwie die Cyclus- 
siuren beteiligt, so daB auch dieser Gedunkengang zu der Annahme einer Stei- 
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gerung derjenigen Umsetzungen des Zellstoffwechsels fiihrt, an denen auch die 
Bs beteiligt ist. 


Versuchsteil 


Die Bestimmungsmethode fiir Bs im Harn ist in der vorangehenden Mit- 
teilung beschrieben. 


A. Normalharne. 


1. Rés.: 23 Sammeltage 30 / Harn, auf 2,5 / eingeengt. 
..  Veresterung des 2. (,,gereinigten‘‘) Atherextraktes mit insgesamt 750 ccm 
Athanol-Toluol-Gemisch (2:1) und 0,15 cem konz. H,SQ,. 

Acetonriickstand: 5,9592 g. Sublimation: Aus dem Sublimat Kristalle, mit 
etwas 61 verschmiert. Nach Waschen mit wenig Essigester blieben 57,5 mg Bs. 
Schmp. 173—175°. Mischschmp. 177—180°. Bleisuccinatprobe: + + + 


la. Rés.: 7 Tage lang quantitativ gesammelt: 6,21 Harn. Auf 800 ccm 
eingeengt. . n 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 600 ccm Athanol-Toluol- 
Gemisch (2:1) und 0,1 cem konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 2,4155 g. Sublimation: 15,9 mg Bs. Schmp. 166—174°; 
Misch-Schmp. 175—177°. Bleisuccinatprobe: + + + 


2. Kn.: 251 Harn in 20 Tagen gesammelt. Auf 3,6 / eingeengt. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes: 900 ccm Athanol-Toluol-Gemisch 
und 0,13 ccm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 2,7658 g. Sublimation: Aus dem sirupésen Sublimat 
nach Waschen mit Essigester 47,3 mg Bs. Davon wurden 3,1 mg iiber das 
Silbersalz aus der dligen Mutterlauge gewonnen. Schmp. 172—176°; Misch- 
Schmp. 174—178°. Bleisuccinatprobe: + + + 

3. Ron: In 20 Tagen 301 Harn gesammelt, auf 3,8 1 eingeengt. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 450 ccm Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,1 ccm konz. H,SOQ,. 

Acetonriickstand: 2,4365 g. Sublimation: 91 mg Bs. Schmp. 180—183°; 
Misch-Schmp. 181—183°. Bleisuccinatprobe: +- +- + 


4. Wa: 22,41 Harn von 14 Tagen, eingeengt auf 1,71. | 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 540 ccm Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,3 ccm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 2,0384 g. Sublimation: 72,3 mg reine Bs. Schmp. 179 
bis 181°; Misch-Schmp. 180—182°. Bleisuccinatprobe: + ++ + 


5. Mu: 301 Harn in 24 Tagen. Eingeengt auf 2,8 J. x: 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 600 ccm Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,1 ccm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 2,9139 g. Sublimation: 147,9 mg reine Bs. Schmp. 
178—180°. Misch-Schmp. 180—181°. Bleisuccinatprobe: + + + 

6. St: 24/7 Harn in 16 Tagen gesammelt, auf 3,8 | eingeengt. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 600 cem Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,2 ccm konz. H,SO,. " 

Acetonriickstand: 3,5163 g. Sublimation: Mehrfaches Sublimieren, im 
ganzen 50 Stdn., lieferte 130 mg Bs. Schmp. 176—179°; Misch-Schmp. 179 bis 
182°. Bleisuccinatprobe: + + + 

7. Kl: 24,2 1 Harn in 17 Tagen gesammelt, auf 1,8 | eingeengt. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 540 cem Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,1 ccm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 3,4370 g. Sublimation: 142,6 mg reine Bs. Schmp. 
178—180°; Misch-Schmp. 179—i81°. Bleisuccinatprobe: + + + 
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8. Rént: In 25 Tagen 31,1 1 Harn, eingeengt auf 3,8 1. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 540 ccm Athanol-Toludl- 
Gemisch und 0,1 ccm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 2,9114 g. ‘Sublimation: 207,2 mg reine Bs. Schmp. 
177—179°; Misch-Schmp. 178—180°. Bleisuccinatprobe: + + + 


9. Be: 23,61 Harn in 16 Tagen, eingeengt auf 2,8 1. 

Veresterung des zweiten gereinigten Atherextraktes (14,5 g) mit 540 ccm 
Athanol-Toluol-Gemisch und 0,4 com konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 1,5881 g. Sublimation: 65 mg Bs. Schmp. 174—178°; 
Misch-Schmp. 176—179°. Bleisuccinatprobe: + + + 


10. Wei: 301 Harn in 26 Tagen. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 600 ccm Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,1 ccm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 5,5662 g. Sublimation: 263,5 mg Bs. Schmp. 179—181°; 
Misch-Schmp. 180—181°. Bleisuccinatprobe: + + + 


11. Pf: 297 Harn in 20 Tagen. 

Veresterung des zweiten , mit 600 cem Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,1 cem konz. H,SOQ,. 

Acetonriickstand: 7,6768 g. Sublimation: 216,2 mg Bs. Schmp. 177—179°; 
Misch-Schmp. 178—179°. Bleisuccinatprobe: + + + 


12. Al: In 15 Tagen 24,8 / Harn. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit 600 ccm Athanol- Toluol- 
Gemisch und 0,2 ccm konz. H.SO,. 

Acetonriickstand: 8,7511 g (nicht ganz frei von Aceton!). Sublimation: 
180 mg reine Bs. Schmp. 179—181°; Misch-Schmp. 180—182°. Bleisuccinat- 
probe: + + + 


B. Glucosebelastung. 
1. Rés. Vor dem Versuch s. o. Nr. A. 1. 


Ros. Glucoseversuch. 

Ta 8 Tagen 2000 g Glucose. 

Harnvolumen: 13,45 1, davon 12,6 1 aufgearbeitet. a 

Veresterung des zweiten Atherriickstandes mit zus. 510 ccm Athanol- 
Toluol-Gemisch (2: 1) und 0,12 ecm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 2,6350 g. Nach Anhydrisierung zur Sublimation: 30 Stdn., 
125°/4 mm. 

Das élige Sublimat wurde nach Aufkochen mit Wasser und Eindampfen 
getrocknet (0,3285 g). Waschen mit etwas Essigester und Absaugen. 

74,2 mg Bs. Schmp. 178—180°; Misch-Schmp. 179—181°. Mikro-Blei- 
succinatprobe: + + + 

Auswertung: In 12,6 / Harn = 74,6 mg Bs, 

also enthielten 13,451 Harn = 79,2 mg Bs. 

Ausscheidung/Tag: 9,9 mg Bs. 

Ausscheidung/] Harn: 5,9 mg Bs. 

3. Ros. Nacktage I. 

5 Sammeltage = 4,625 1 Harn. 
Davon aufgearbeitet: 4,1 1 Harn. 

Veresterung des zweiten Atherextraktes mit zus. 650 cem Athanol-Toluol- 
Gemisch (2: 1) und 0,18 cem konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 1,2852 g. Sublimation: 25 Stdn. 125°/4 mm. 

Aus dem Sublimat nach Aufkochen mit Wasser, Eindampfen, Trocknen 
usw. 24,6 mg Bs. 
Schmp. 175—181°; Misch-Schmp. 178—181°. Bleisuccinat-Probe: + + + 
Auswertung: In 4,1 1 Harn = 24,6 mg Bs. 
Also enthielten 4,625 1 Harn = 27,75 mg Bs. 
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Ausscheidung/Tag: 5,55 mg Bs. 
Ausscheidung/! Harn: 6,0 mg Bs. 
4. Rés. Nachtage II. 
7 Sammeltage = 6,21 Harn; s. o. Nr. A. La. 
5. Wei. Vor dem Versuch s. o. Nr. A, 10. 
6. Wei. Glucoseversuch. 
In 8 Tagen 2000 g Glucose. 
Harnvolumen: 9,68 /, davon 8,94 | aufgearbeitet. _ 
Veresterung des zweiten Atherextraktes mit zus. 600 ccm Athanol-Toluol- 
Gemisch (2:1) und 0,2 cem konz. H,SO,. 
Acetonriickstand: 4,2344 g. Sublimation: 40 Stdn. 125°/4 mm. 
Aus dem mit Wasser behandelten Sublimat lieBen sich 131,6 mg Bs isolieren. 
Schmp. 179—181°; Misch-Schmp. 180—182°. Bleisuccinatprobe: + + + 
Auswertung: In 8,941 Harn = 131,6 mg Bs, 
also enthielten 9,681 Harn = 142,5 mg Bs. 
Ausscheidung/Tag: 17,8 mg Bs. 
Ausscheidung// Harn: 14,8 mg Bs. 


Zusammenfassung 


Bernsteinsdure ist ein regelmaBiger Bestandteil des menschlichen 
Harns; taglich werden etwa 2—12 mg ausgeschieden. Eine stoBartige 
Glucosebelastung (250 g/Tag) bewirkt eine geringe Erhéhung der Bern- 
steinsdureausscheidung. 


Die Bernsteinsdure im Harn nach GenuB synthetischer Fette 
Von 
Karl Thomas und Giinther Weitzel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig | {) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) 


Es wird im folgenden tiber Fiitterungsversuche mit zwei syntheti- 
schen Fettsorten berichtet (Fett L und Fett W), die sich vom natiir- 
lichen Fett vor allem durch ihren hohen Gehalt an ungeradzahligen 
Fettsduren unterscheiden (ca. 50%). Dab Spaltbarkeit und Resorption 
solcher Kunstfette praktisch die gleichen sind wie beim Naturfett, ist 
sichergestellt |» *» *). Dagegen treten im intermediaren Stoffwechsel 
Abweichungen vom Naturfett auf, da der Endabbau der ungeradzah- 
ligen Fettsduren nicht tiber die C,-Sauren fiihren kann; welcher Ab- 
bauweg hier im einzelnen beschritten wird, ist vorlaufig unbekannt. 

Fir den Bereich des intermediiren Stoffwechsels wurde im Ver- 
gleich zum Naturfett nachgewiesen, daB synthetische Fette zur Aus- 
scheidung von Dicarbonsauren im Harn fiihren kénnen. Nach den 


1) W. Keil, H. Appel u. G. Berger, diese Z. 257, 1 (1938). 
*) H. Kraut, A. Weischer u. R. Hiigel, Biochem. Z. 316, 96 (1943). 
8) R. Emmrich u. E. Nebe, diese Z. 266, 174 (1940). 
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Untersuchungen von Verkade? * °), Flaschentrager und Bern- 
hard’), Emmrich und Nebe’) sind es die Fettsaiuren von etwa C, bis 
C,,;, und zwar gerad- und ungeradzahlige, die durch die w-Oxydation 
zu Diacidurie fiihren kénnen. Dabei bewirkt eine nachfolgende f-Oxy- 
dation auch eine Ausscheidung kiirzerer Dicarbonséuren wie Adipin- 
und Pimelinséure. Fiir das eine der beiden hier behandelten Fette 
(Fett W) hat Hanson®: %) den diacidogenen Charakter nachgewiesen. 
Er fand nach Fiitterung dieses Fettes Kork-, Adipin- und Bernstein- 
siure im Harn. Ursache dieser Erscheinung ist nach Hansons Ansicht 
der Gehalt des Kunstfettes an Fettséuren mit weniger als 14 C-Atomen. 
Wir méchten aber darauf hinweisen, daB synthetisches Fett auch von 
vornherein geringe Mengen schwer verbrennbarer Dicarbonsduren 
(C,—C,) enthalten kann, die dann im Harn wieder erscheinen. 

In diesem Zusammenhang war fiir uns die Ausscheidung der 
Bernsteinsaure (Bs) von besonderem Interesse: bei den in den letzten 
Jahren von uns durchgefiihrten Belastungsversuchen mit verschiedenen 
Kunstfetten fanden wir wechselnde Mengen dieser Saéure im Harn. 
Ebenso fand Hanson®*: ®) nach Fiitterung eines solchen Fettes (Fett W) 
3,7 g Bs in 420 / Harn seines 2. Versuchs, wahrend er im Normalharn 
Bs nicht mit Sicherheit nachweisen konnte. Inzwischen konnten wir die 
Frage nach dem Vorkommen der Bs im normalen Menschenharn be- 
antworten: Sie ist darin in einer Menge von ca. 2—12 mg pro Tag ent- 
halten?°). Die Untersuchungsergebnisse unserer Fett-Harne mit der 
von uns entwickelten Methode zur Isolierung der Bs zeigen die Tabb. 1 


und 2. 








Ver- Fettzufuhr Harn- F mg Bs 
suchs- gesamt volumen Versuchs- mg Bs pro die im 
person in g in | tage pro die Normalharn 
1. St. 3200 36 28 9,5 8,1 
2; PE: 960 14 1] 10,4 10,8 
3. Qu. 1700 24,6 20 10,0 nicht unters. 
4. Kn. 960 8,6 12 12,4 nicht unters. 


























Tab. 1. Bernsteinsiiure-Ausscheidung nach Zufuhr von Fett L. 


Fett L bringt also praktisch keine Anderung der Bs-Ausscheidung, 
waihrend Fett W ausnahmslos eine deutliche Erhéhung bewirkt; es 
treten hier Werte auf, die simtlich weit iiber der Bs-Ausscheidung des 


4) P. E. Verkade u. I. v. d. Lee, diese Z. 225, 230 (1934). 

5) P. E. Verkade u. IJ. v. d. Lee, diese Z. 227, 213 (1934). 

6) P. E. Verkade, v. d. Lee u. A. v. Alphen, diese Z. 247, 111 (1937). 
7) B. Flaschentrager u. K. Bernhard, diese Z. 288, 221 (1935). 

8) H. Hanson, Ernihrung 6, 273 (1941). 

®) H. Hanson, Z. ges. exp. Med. 118, 226 (1943). 

10) Siehe die beiden vorangehenden Mitteilungen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 282 13 











182 Karl Thomas und Giinther Weitzel, Bd. 282 (1947) 





normalen menschlichen Harns liegen. Dort, wo uns der Vergleich mit dem 
Normalharn derselben Versuchsperson méglich war, wird das verschie- 
dene Verhalten der beiden Fette besonders deutlich. 











Ver- Fettzufuhr Harn- : mg Bs 
suchs- gesamt volumen Versuchs- mg Bs pro die im 
person in g in | tage pro die | Normalharn 
5. Mu. 440 8,6 6 13,3 6,2 
6. Ka. 600 15,48 8 41,2 nicht unters. 
7. Gr. 500 12,0 7 163,5 nicht unters. 
8. Ra. 1200 16.2 i2 20,4 nicht unters. 
9. Zs. 630 10 7 32,8 nicht unters 


























Tab. 2. Bernsteinsiure-Ausscheidung nach Zufuhr von Fett W. 


Die naheliegende Erklarung, da8 die nach Fett W gefundene Bs 
einfach durch 6-Oxydation aus Adipin- und Korksaure entstanden sei 
(deren Auftreten nach Fett W ja von Hanson bewiesen wurde), ist 
nach unserer Ansicht nicht stichhaltig. Denn durch viele Untersuchungen 
ist sichergestellt, daB Bs im Gegensatz zu den héheren Homologen der 
Reihe im Stoffwechsel spielend leicht abgebaut wird und nach oraler 
Zufuhr ‘nicht im Harn wieder erscheint!®). Es ist vielmehr daran zu 
denken, daB durch andere vugleich im Stoffwechsel auftretende Sub- 
stanzen die Ausscheidungsverhaltnisse der Bs verandert werden kénnen. 
Hierfiir liegen einige Beobachtungen vor: 

1. Wenn Synthese-Fett einen geringen Prozentsatz verzweigter 
Fettsauren enthalt, nimmt die Diacidurie zu). 

2. Nach Fiitterung alkylierter Bernsteinsdéuren an Hunde findet man 
stets auch etwas normale Bernsteinsaiure im Harn, die sicher nicht aus 
den verfiitterten Iso-Saéuren entstanden war!® 1%), 

3. Nach Fiitterung normaler gerad- und ungeradzahliger Di- 
carbonsauren erhéht sich die Bs-Ausscheidung im Harn?*). 

Somit ware daran zu denken, daB die Succinurie nach gewissen 
Synthesefetten durch eine Stérung der mit dem Bs-Umsatz verknipften 
Ferment-Reaktionen zustande kommt, vermutlich bedingt durch ver- 
zweigte Sauren oder normale Dicarbonsaéuren mittlerer Kettenlange. 
Dabei wiirden wir mit unserer Methode wohl in erster Linie eine Scha- 
digung der Fermentausstattung der Niere erfassen. Hierfiir sprechen 
auch Enzymversuche, die Franke") auf unsere Anregung hin aus- 
fiihrte, und in denen er fiir einige hGhere Monoalkylbernsteinsauren eine 
Hemmung der Succinodehydrase nachwies. Es mu8 betont werden, daB 
das stark diacidogen wirkende Fett W seiner Herstellung nach durchaus 


11) W. Keil, diese Z. 274, 175 (1942). 
122) R. Emmrich, P. Neumann u. I. Emmrich-Glaser, diese Z. 267, 
228 (1941). 
13) Siehe die folgenden Mitteilungen. 
14) W. Franke, diese Z. 280, 76 (1944). 
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kleine Mengen verzweigter Monocarbonsiuren sowie normaler und ver- 
zweigter Dicarbonséuren enthalten haben kann, da derartige Sauren 
im technischen MaBstab aus dem Rohprodukt wohl nicht restlos ent- 
fernt wurden. Bei dem Fett L, das also keine erhéhte Bs-Ausscheidung 
bewirkt, haben wir aber bisher auch keine h6heren Dicarbonsauren 
aus den Versuchsharnen isolieren kénnen. Sollte sich dieser Befund be- 
staétigen, so beséBen wir in L ein synthetisches Fett, welches nicht 
diacidogen wirkt und nach den bisherigen Untersuchungen auch sonst 
im Stoffwechsel keine erfaBbaren Abbauprodukte hinterlaBt. Einzel- 
heiten tiber die technische Herstellung dieses Fettes kénnen wir aber 
leider nicht mitteilen. 


Versuchsteil 


Tigliche Fettbelastung 40—120 g, iiber den Tag verteilt, in verschiedener 
Form der Nahrung zugesetzt. Naturfett wurde wihrend des Versuches nicht 
genossen. Der Normalharn wurde vor dem Fettversuch gesammelt. Bestim- 
mung der Bs nach der Methode Thomas und Weitzel (10). 


1. St. 

3200 g Fett L; tgl. durchschnittl. Fettmenge: 114 g. 

361 Harn von 28 Tagen. 

Zweiter (gereinigter) Atherriickstand: 14,8 g. 

Veresterung mit 225 ccm Athanol-Toluol-Gemisch (2 : 1) und 0,2 ccm konz. 
H.SO 

Acetonriickstand: 5,4971 g. Sublimation: 40 Stdn., 125°/4 mm. 

Roh-Sublimat 6lig-kristallin. Absaugen und Waschen mit einer Spur 
Essigester. 

Reine Bs: 266,6 mg = 9,5 mg pro die = 7,4 mg/l. Schmp. 173—180°; 
Misch-Schmp. 176—180°. Bleisuccinatprobe: + + + 

2. Pt. 

960 g Fett L; 8 Tage je 100 g Fett, 1 Tag 160 g. 

2 Nachtage. 14 1 Harn von 11 Tagen. 

Zweiter (gereinigter) Atherriickstand: 13,5 g. 

Veresterung mit 360 ccm Athanol-Toluol- Gemisch (2:1) und 0,3 ccm konz. 
H,SO,. 

Acetonrickstand: 3,1453 g. 

Sublimation: Aus dem Rohsublimat (0,4134 g) nach Absaugen und 
Waschen mit etwas Essigester. 

0,1143 g reine Bs, d. s. 10,4 mg/die und 8,2 mg/l. 

Schmp. 178—180°; Misch-Schmp. 180—181°. Bleisuccinatprobe: + + + 


3. Qu. 
1700 g Fett L; tgl. durchschn. Fettmenge 85 g. 
24,6 1 Harn von 20 Tagen. 
Veresterung des zweiten (gereinigten) Atherextraktes mit 650 ccm Athanol- 
Toluol-Gemisch (2:1) und 0,15 ccm konz. H,SO,. 
Acetonriickstand: 4,3800 g. 
Sublimation: a) 30 Stdn., 120°/4 mm. 
193,5 mg Kristalle. Schmp. 176—179°; Misch-Schmp. 
178—181°. Bleisuccinatprobe: + + + 
b) 10 Stdn., 125°/4 mm. Nochmals 6,5 mg Kristalle. Blei- 
succinatprobe: + + 
Reine Bs gesamt: 200 mg, d. s. 10 mg/die bzw. 8,1 mg/l. 
13* 
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4. Kn. 

960 g Fett L. Aufnahme innerhalb von 10 Tagen; 2 Nachtage. 

8,6 | Harn von diesen 12 Tagen. 

Zweiter (gereinigter) Atherriickstand: 14 g. 

Veresterung mit 480 ccm Athanol-Toluol-Gemisch (2:1) und 0,3 ccm 
konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 3,4567 g; mit 50 cem SOCI, 2 Stdn. u. R. gekocht. 

Sublimation: 24 Stdn., 125°/4 mm. Aus dem Rohsublimat 148,4 mg Bs. 

Schmp. 180—182°, Misch- Schmp. 180—182°, Bleisuccinatprobe: + + +. 
Also 12,4 mg Bs/die. 


5. Mu. 

In 4 Tagen 440 g Fett W. 

8,6 1 Harn von 4 Versuchs- und 2 Nachtagen. Einengen des nativen Harns 
auf Wasserbad auf ca. 700 ccm. * 2 

Veresterung des zweiten (gereinigten) Atherextraktes mit 620 ccm Athanol- 
Toluol-Gemisch (2:1) und 0,15 cem konz. H,SO,. 

Acetonrickstand: 3,9836 g. 

Sublimation: Aus dem Rohsublimat nach Waschen mit wenig Essig- 
ester 79,5 mg Bs, d. s. 13,3 mg/die bzw. 9,2 mg/l. 

Schmp. 172—176°; Misch-Schmp. 176—178°. Bleisuccinatprobe: + +. 


6. Ka. 


An 6 aufeinander folgenden Tagen je 100 g Fett W taglich. 

Harnvolumen der 6 Versuchs- und 2 Nachtage: 15,48 1. 

Veresterung des zweiten (gereinigten) Atherextraktes mit 450 cem Athanol- 
Toluol-Gemisch (2:1) und 0,1 cem konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 3,1820 g. 

Sublimation: 40 Stdn. 125°/4 mm. Rohsublimat: Kristalle, Glig ver- 
schmiert. Nach Absaugen und Waschen mit wenig Essigester blieben 329,4 mg 
reine Bs, d. s. 41,2 mg/die bzw. 21,3 mg/l. 

Schmp. 178—180°; Misch- Schmp. 179—181°. Bleisuccinatprobe: + + + 


7. Gr. 

500 g Fett W; tg]. durchschn. Fettzufuhr 71 g 

12 1 Harn von 7 Versuchstagen; es wurden nur 4/5 = 9,6 1 des Harns 
aufgearbeitet. 

Veresterung des zweiten (gereinigten) Atherriickstandes (16,5 g) mit 600 ccm 
Athanol-Toluol-Gemisch (2:1) und 0,2 ccm konz. H,SO,. 

Acetonrickstand: 3,4543 g. 

Sublimation: Rd. 100 Stdn. sublimiert. Gesamtausbeute: 915,8 mg 
reine Bs aus 9,6 / = 1144,8 mg aus 12 /, d. s. 163.5 mg/die bzw. 95,4 mg/l. 

Schmp. 180—182°; Misch-Schmp. 181—182°. Bleisuccinatprobe: + + + 


8. Ra. 

1200 g Fett W. Tgl. Fettzufuhr: 100 g. 

16,2 1 Harn von 12 Versuchstagen. 

Veresterung des zweiten (gereinigten) Atherriickstandes mit 650 ccm 
Athanol-Toluol-Gemisch (2:1) und 0,12 cem konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 8,8445 g. 

Sublimation: Aus dem 6lig kristallinen Rohsublimat wurden 244,7 mg 
farblose Kristalle isoliert. 

Ergebnis: 20,4 mg reine Bs/die bzw. 15,1 mg/I. 

Schmp. 153—171°; Misch-Schmp. 170—i75°. 

Eine Ursache fiir die auffillig ziehenden Schmelzpunkte lieB sich bisher 
nicht ermitteln. Fahndung nach Beimengungen (Methylbernsteinsaure ?) erfolglos. 
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9. Za. 
630 g Fett W, tgl. 90 g. 
10 1 Harn von 7 Tagen. Nur °/,, des Harns (9 /) aufgearbeitet. _ 
Veresterung des zweiten (gereinigten) Atherextraktes mit 540 cem Athanol- 
Toluol-Gemisch und 0,2 ccm konz. H,SO,. 
Acetonriickstand: 4,6055 g. 


Sublimation: Mehrfaches Sublimieren, rd. 100 Stdn. Im ganzen 206,6 mg 
reine Bs. Somit befanden sich in 10 / Harn 229,6 mg Bs, d. s. 32,8 mg/die 
bzw. 23 mg/l. 

Schmp. 180—183°; Misch-Schmp. 181-—183°. 


Zusammenfassung 


An 9 Versuchspersonen wurde nach GenuB zweier synthetischer 
Fette die Bernsteinséureausscheidung im Harn gepriift. Sie war nach 
dem einen Fett manchmal stark erhéht, nach dem anderen unverandert. 

Als Ursache fiir das Auftreten der Succinurie wird eine Stérung 
im fermentativen Abbau vermutet, veranlaBt durch verzweigte Mono- 
carbonsauren oder normale und verzweigte Dicarbonsauren. 


Die Bernsteinséureausscheidung bei Stoffwechselbelastung 
mit héheren 2-Dicarbonsauren 
Von 
Giinther Weitzel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) 


Bei Fiitterung synthetischer Speisefette wurde eine vermehrte Aus- 
scheidung von Dicarbonséuren mittlerer Kettenlinge und von Bern- 
steinsdure (fortan Bs) beobachtet! *). Ursache dafiir diirfte weniger der 
Gehalt solcher Fette an diacidogenen Monocarbonsaéuren (C,—C,,) sein, 
als vielmehr die im Synthesefett von der Herstellung her bereits ent- 
haltenen Dicarbonsauren, welche, soweit sie im Stoffwechsel schwer ver- 
brennbar sind, im Harn erscheinen. Es ist aber nicht recht einzusehen, 
weshalb neben den héheren schwer verbrennbaren Dicarbonsauren auch 
die leicht verbrennbare Bs im Harn in erhéhter Menge ausgeschieden 
wird. Auch wenn sie dabei aus ihren héheren Homologen (Adipin-, 
Kork- und Sebacinsaure) durch 6-Oxydation entstanden ware, so miiBte 
sie doch im Zellstoffwechsel nach unseren bisherigen Kenntnissen ohne 
weiteres eliminiert werden. Eine direkte Entstehung von Bs aus ungerad- 
zahligen héheren Homologen (Glutar-, Pimelin-, Azelainsaéure) ist nach 
allem, was wir wissen, vollig ausgeschlossen. 


1) H. Hanson, Ernihrung 6, 273 (1941) u. Z. ges. exp. Med. 118, 226 (1943). 
*) Thomas u. Weitzel, voranstchende Mitteilung. 
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Es wurde daher in Fiitterungsversuchen mit héheren Homologen 
der Bs am Menschen gepriift, ob der Durchgang solcher Saéuren durch 
den Organismus die Hohe der tiglichen Bs-Ausscheidung beeinfluBt. 
Bei den Versuchspersonen wurde zunidchst die Bs-Ausscheidung im 
Normalharn bestimmt, anschlieBend folgten Fiitterungsversuche mit 
den Dicarbonsiuren C;—C,. Die zugefiihrte Saiurenmenge betrug fast 
immer 100 mg/kg Ko6rpergewicht und Tag, also 6—7 g tiglich, die in 
mehreren Portionen iiber den Tag verteilt aufgenommen wurde. 

Wahrend fiir die n-Dicarbonsiuren C,—C, die schwere Verbrenn- 
barkeit im intermediaren Stoffwechsel mehrfach bewiesen worden ist, 
liegen tiber die Oxydierbarkeit der Glutarsaure und iber ihre Vertrag- 
lichkeit nur wenige und widersprechende Angaben vor. Auf Grund von 
Tierversuchen halten Baer und Blum*) sowie Emmrich‘) die Saure 
fir leicht verbrennbar, Rose®) und Krusius®) stellten dagegen nur 
geringe Toleranz fest. Rose>) und Harding und Nicholson’) fanden 
nach Glutarsdéurezufuhr beim Kaninchen schwere Schadigungen, be- 
sonders der Niere, und halten die Saure fiir giftig. Stoffwechselversuche 
am Menschen sind bisher nicht bekannt geworden, weshalb wir Toleranz 
und Vertraglichkeit untersuchten ®). 








: e 1 Bs-Ausscheidung/ 
Versuchs- kere ver- wiedergefunden Tag in mg 
person fiittert g ‘ of Venn 1 Manna 
1. Ron. Glutar- 52 3,1 5,97 negativ 4,6 
2. Wa. Adipin- 70 42,7 63,0 19,8 5,2 
3. H6NeWe Adipin- 65,7 34,8 53,0 15,2 — 
4. Ro. KI. Pimelin- 51,2 - 72,2 48,4 8,35 
5. Ros. Pimelin- 23,4 17,4 74,2 3,8 2,4 
6. RGn. Kork- 47,5 37,0 54,8 6,8 4,6 
7. Ros. Azelain- 54 32,6 60,4 | tiber 7*) 2,4 
8. Be. Azelain- 57 40,0 70,2 14,4 9,6 





























*) Etwa die Halfte der Bestimmung durch Fliegerangriff vernichtet; der wirkliche Bs- 
Wert war also etwa doppelt so hoch. 


Stoffwechselversuche mit Dicarbonsauren beim Menschen. 


Die in Wasser geléste, etwa zu 2 neutralisierte Glutarsiure wurde, auf 
zwei Portionen verteilt, vormittags und nachmittags getrunken. An den beiden 
ersten Versuchstagen wurden je 3,5 g tgl. genommen, ohne daB irgendwelche 
Beschwerden auftraten. Daraufhin wurden vom 3. bis 8. Tage je 7,5 g tgl. 


3) J. Baer u. L. Blum, Hofmeister Beitr. 11, 101 (1908). 

4) R. Emmrich u. Mitarbb., diese Z. 267, 228 (1941). 

5) W. C. Rose, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 24, 123, 147 (1924) u. 25, 
59 (1925). 

6) F. E. Krusius, Acta physiol. scand. Vol. II Suppl. 3 (1940). 

7) V. J. Harding u. T. F. Nicholson, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 
42, 373 (1931); Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 64, 599 (1932). 

8) Fiir den Glutarsiureversuch stellte sich dankenswerterweise Herr cand. 
med. Heinz Rénsch zur Verfiigung. 
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(100 mg/kg Korpergewicht) zugefiihrt, die anstandslos vertragen wurden. Tig. 
durchschn. Harnmenge 1,74 /. Sulfosalicylprobe stets negativ. Es wurden 52 g 
Glutarsiure verfiittert und 3,1056 g wiedergewonnen, d. s. 5,97% der ver- 
fiitterten Menge. 


Die Tabelle bestatigt die im wesentlichen bereits bekannten Abbau- 
verhaltnisse der n-Dicarbonséuren. Im Gegensatz zur Bs sind deren 
héhere Homologen von der Adipin- bis zur Azelainsaéure schwer verbrenn- 
bar. Das Verhalten der Glutarsaiure erscheint bemerkenswert: Es erfolgt 
nicht gleichmaBiges Absinken der Toleranz in der homologen Reihe, 
sondern die Glutarsaéure bildet mit der Bs ein leicht verbrennliches 
Saurepaar, wihrend mit der Adipinsaéure die Gruppe der schwer ver- 
brennbaren Dicarbonséuren beginnt. Zwischen C; und C, erfolgt ein 
,,Toleranzsprung‘‘, wofiir eine Erklirung bisher nicht vorliegt. 

Vergleicht man bei den einzelnen Versuchspersonen die Bs-Ausschei- 
dung des Normalharns mit derjenigen nach Dicarbonsaurebelastung, so 
zeigt sich mit Ausnahme der Glutarsaure in allen Fallen eine Erhéhung 
des Bs-Wertes. Im Glutarsaéureversuch war tiberhaupt keine Bs aufzu- 
finden; sicherlich war aber die Normalmenge im Harn enthalten. Es 
gelang aber nicht, sie getrennt von der Glutarséure nachzuweisen, denn 
bei unserer Methode werden beide Sauren bis zuletzt gemeinsam heraus- 
gearbeitet. Die gewonnene Glutarsaéure zeigte keine Anzeichen beige- 
mengter Bs. 

In 2 Fallen (Rés. Pimelin- und Ron. Korksaure) liegen die beob- 
achteten Steigerungen noch innerhalb der normalen Schwankungsbreite 
(2—12 mg), bei den anderen Versuchen bestehen teilweise betrachtliche 
Steigerungen. Es ist auch zu bedenken, da8 hier stets Mittelwerte aus 
langeren Versuchsperioden vorliegen, so daB nicht mit Zufallsbefunden 
zu rechnen ist. Besonders auffallig erscheint die gesteigerte Bs-Ausschei- 
dung nach den ungeradzahligen Sauren C, und Cy. Damit wird die An- 
nahme hinfallig, daB allein der f-oxydative Abbau geradzahliger Di- 
carbonsauren fiir die vermehrte Succinurie nach Synthesefett verant- 
wortlich sei. 

Fir die Succinurie nach un geradzahligen Dicarbonsiuren laBt sich folgende 
Erklarung ableiten: Der im Stoffwechsel umgesetzte Anteil wird héchstwahr- 
scheinlich durch 6-Oxydation verkiirzt; z. B. fand Verkade’®) nach Triun- 
decylin Undecandisiure, Azelain- und Pimelinsiure im Harn. Dieser Abbau 
endet bei der Malonsiure, die zwar leicht verbrennbar ist*), aber gegeniiber 
Succinodehydrase als spezifischer Hemmungsstoff wirkt 9.11). Das Ergebnis 
miBte das gleiche sein wie beim Malonsiureversuch in vivo!”): Steigerung der 
Bs-Konzentration des Blutes, weil der weitere Abbau im Gewebe stockt, und 
als Folge ein erhéhter Bs-Gehalt des Harnes. Thunberg’) stellte im Enzym- 
versuch bei Glutarsiure eine schwache und bei Adipinsiure eine sehr schwache 


Hemmung der Succinodehydrase fest. Damit kénnte die Ursache der Succinurie 
nach GenuB diacidogener Synthesefette zum Teil im Auftreten héherer Homo- 


9) P. E. Verkade u. J. van der Lee, diese Z. 227, 213 (1934). 

10) J. H. Quastel u. W. R. Wooldridge, Biochem. J. 22, 689 (1928). 
11) T. Thunberg, Biochem. Z. 258, 48 (1933). 

12) §. Forssmann, Acta physiol. scand. Vol. 2, Suppl. V (1941). 
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logen der Bs liegen, welche den normalen Bs-Umsatz im Gewebe durch Ferment- 
hemmung stéren. Dabei wird man annehmen miissen, daB diese Erscheinung 
vor allem ‘durch eine Irritation des intermediiren Stoffwechsels der Niere zu- 
stande kommt, da diese als Ausscheidungsorgan in besonders intensive Beriih- 
rung mit den kérperfremden Dicarbonsiuren gerit. 


Versuchsteil 


Bei der Isolierung der Bs aus Harn?) wird der 1. Atherextrakt mit einer 
konz. NaHSO,-Lésung behandelt, die die Bs herauslést, wihrend Adipinsiure 
und die héheren Homologen darin praktisch unléslich sind. An dieser Stelle 
der Aufarbeitung lassen sich daher solche Séuren von der Bs abtrennen mit 
Ausnahme der Glutarsiure, die in der Salzlésung noch wesentlich besser léslich 
ist als Bs. Der in der Salzlésung unlésliche Riickstand enthalt auBer den betr. 
Dicarbonsiuren die gesimte Hippursiiure, das Unverseifbare und einige weitere 
Sauren des Harns. Weitere Reinigung: Spaltung der gepaarten Saiuren durch 
Kochen mit Lauge, Entfernung der Benzoesiiure durch Wasserdampfdestillation. 
Atherextraktion des Riickstandes der Wasse rdampfdestillation, im Atherextrakt 
die Dicarbonsiuren von C, an aufwirts. 

In 2 Fallen (Vers. 3 und 4) wurde die wieder ausgeschiedene Adipin- bzw. 
Pimelinsiure im vorgereinigten Harn durch Kupferfallung und jodometrische 
Messung des Cu bestimmt?*, 14). 


1. Versuchsperson R6én. Gewicht 75 kg. 

Glutarsiureversuch. Uber die Aufnahme der Siure s. o. 

Harnvolumen aus 8 Fiitterungs- und 2 Nachtagen 17.4 1. 

Einengen des Harns, Ansiuern und Atherextraktion wie tblich. 

Der 1. Atherextrakt wurde dreimal mit je 200 cem NaHSO,-Lésung auf 
der Schiittelmaschine ausgezogen zur Herauslésung von Glutarsiure und Bs. 
Veresterung des 2. Atherextraktes mit insgesamt 800 cem Athanol-Toluol- 
Gemisch und 0,2 ecm konz. H,SQO,. 

Acetonrickstand: 11,8106 g. Mit 100 cem Acetanhydrid u. R. gekocht. 

Sublimation: 72 Stdn. Temperatur im Luftbad bis 145°, 4—10 mm Hg. 

Roh-Sublimat nach Aufkochen mit Wasser, Eindampfen und Trocknen: 
5,0187 g. 

Absaugen vom beigemengten Ol, Waschen mit Essigester. Es blieben 
3,1056 g. Farblos, kristallisiert. Schmp. 87—93°, Misch-Schmp. mit Glutarsiure: 

—94°, Vergleichs-Glutarsiure allein: 95—97°. Misch-Schmp. mit Bs: 122 bis 
166°. Bleisuccinatprobe: negativ. Ebenso mit reiner Glutarsiure negativ. Keine 
Anzeichen fiir Bs. 

2. Versuchsperson Wa. 

Gewicht 70 kg. 10 Tage lang tgl. 7 g, insgesamt 70 g Adipinsiure. Harn- 
volumen von 10 Versuchs- und 2 Nachtagen: 16,45 1. 

Aufarbeitung 7 

Behandlung des ersten Atherextraktes mit 600 cem NaHSO,-Lésung. Im 
Filtrat die Bs, im Riickstand u. a. die Adipinsiure. 


A. NaHS0O,-Lésung. 


Atherextraktion, Veresterung des Atherextraktes, Petrolitherauszug des 
Estergemischs. Verseifung usw. Acetonauszug. 

Acetonriickstand: 3,9868 g. 

13) G. Weitzel, Ber. Verh. siichs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-physische K1. 
93, 9 (1941). 

14) G. Klemm, Ber. Verh. siichs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-physische K]. 
95, 37 (1943). 
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Anhydrisierung und Sublimation. 
Aus dem Sublimat 257,5 mg Bs. Schmp. 172—176°; Misch-Schmp. 175 bis 
178°. Bleisuccinat-Probe: + + + 
Ergebnis: 19,8 mg Bs tgl. nach Adipinsiureaufnahme. 


B. NaHSO,-Riickstand. 


4 Stdn. mit 200 ccm 20-proz. NaOH u. R. gekocht (Hippursiurespaltung), 
kongosauer mit H,SO, zur Wasserdampfdestillation (7,2 / Destillat) zur Ent- 
fernung der Benzoesiure. Atherextraktion des Riickstandes der Wasserdampf- 
destillation. Der Atherextrakt enthielt die Adipinsiure, die nach Abdampfen 
des Athers kristallin, aber noch ziemlich verunreinigt, zuriickblieb. Sie wurde 
aus Wasser umkristallisiert. Wiedergefunden: 42,7 g = 61% der verfiitterten 








Menge. Schmp. 149—150°; Misch-Schmp. 149—151°. 
3. Versuchspersonen H6, Ne, We. 
Adipinsaiureversuch 

Saure g Tage Harnvolumen / 

H6é: 23,36 6 10,0 

Ne: 18,98 5 8,2 

We: 23,36 9 22,0 
Gesamt: 65,7 20 40,2 
Aufarbeitung: 


Bestimmung der Adipinsaure nach der Kupfersalz-Methode"®). Dabei wur- 
den vom nativen Harn aquivalente Mengen (je 1/, vom 24-Stdn.-Harn) entnom- 
men. 

Ergebnis: 34,8 g Adipinsiure wieder ausgeschieden, d. s. 53% der ver- 
fiitterten Menge. 

Der restliche Harn (theor. 32,16 1, tatsichlich 31,75 1) wurde auf Bs ver- 
arbeitet: * 

Atherextraktion. Ausschiitteln des Atherextraktes mit zus. 700 ccm 
NaHSO,-Lésung (50%). 

Zweite Atherextraktion, Veresterung, Petrolitherauszug des Esters und 
Verseifung. 

Ausziehen mit Aceton und Sublimation. 

Aus dem Sublimat: 240,8 mg Bs. 

Schmp. 172—177°; Misch-Schmp. 176—180°. Bleisuccinat- Probe: + + + 

Auswertung: In 31,75 1 Harn = 240,8 mg Bs, 

also enthielten 40,2 1 Harn = 304,9 mg Bs. 

Tagliche Bs-Ausscheidung: 15,2 mg Bs. 


4. Versuchspersonen R6 und Kl. 
Pimelinsiureversuch 





Séiure g Tage Harnvolumen / 

RG: 25,6 8 15,1 

Kl: 25,6 8 8.9 
Gesamt: 51,2 16 “24,0 — 


Bestimmung der Pimelinsiure nach der Kupfersalz-Methode; vom gesam- 
melten Tagesharn wurde dazu jeweils 1/; entnommen?®: !4), 

Ergebnis: Bei R6 wurden.59%, bei KI 85,4% der verfiitterten Pimelin- 
siure wieder ausgeschieden, im Mittel 72,2%. 

Der restliche Harn von je 8 Fiitterungstagen (4/, der urspriinglichen Menge) 
wurde auf Bs verarbeitet. Harnvolumen: 19,2 1. 
Aceton-Riickstand: 5,2472 g 
Sublimation: Aus dem Sublimat lieBen sich wie iblich 619,6 mg Bs isolieren. 
Schmp. 178—180°; Misch-Schmp. 180—182°. Bleisuccinat-Probe: + + + 
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Auswertung: In 19,2 17 Harn = 619,6 mg, in 24,0 7 Harn von 16 Tagen 
waren also 774,5 mg Bs enthalten, d. s. 48,4 mg/die. 


Aus dem in der NaHSO,-Lésung nicht gelésten Anteil wurde ein Teil der 


wieder ausgeschiedenen Pimelinsdure isoliert. Schmp. 102°; Misch-Schmp. 102 
bis 103°. Misch-Schmp. mit Glutarsiiure 66—76°. 


5. Versuchsperson Rés. Gewicht 60 kg. 
Pimelinsaiureversuch. 
An drei aufeinander folgenden Tagen tiglich 6 g, am 4. Tage 5,4 g Pimelin- 
saiure. 
Gesamt: 23,4 g in 4 Tagen. 
Harnvolumen: 8,1 / von 4 Versuchstagen und einem Nachtag. 


A. NaHSO,-Lésung. 

Veresterung des Atherextraktes mit zus. 760 cem Athanol-Toluol-Gemisch 
und 0,15 ccm konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 3,4022 g. 

Sublimation: Aus dem Rohsublimat nach Waschen mit etwas Essigester 
18,9 mg Bs = 3,8 mg/die. 

Schmp. 172—178°; Misch-Schmp. 177—180°. Bleisuccinat-Probe: + + + 


B. NaHSO,-Niederschlag. 


Alkalische Zerkochung, Wasserdampfdestillation, Atherextraktion des 
Riickstandes der Wasserdampfdestillation. Aus dem Atherextrakt nach Um- 
kristallisieren aus Wasser drei Fraktionen: 


g Schmp. Misch-Schmp. 
1. 13,5008 98—99° 99—101° 
2. 0,3120 98—99° 97—98° 
3. 3,5568 97—98,5° 97—98° 


17,3696 d.s. 74,2% der verfiitterten Siure. 
Misch-Schmp. mit Glutarsiure: 73°. 


6. Versuchsperson Rén: Gewicht 75 kg. 

Korksiureversuch. 

9 Tage tgl. 7,5 g, im ganzen 67,5 g Korksiure. 

Harnvolumen von 9 Versuchs- und 2 Nachtagen: 19,2 J. 

A. NaHSO,-Lésung. 

Atherextraktion. Veresterung des Atherextraktes mit zus. 600 ccm Athanol- 
Toluol-Gemisch (2:1) und 0,2 ecm konz. H,SO,. 

Aceton-Riickstand: 4,0395 g. Sublimation: 75 mg Bs, d. s. 6,8 mg/die. 
Mikro-Bleisuccinat-Probe: +- + + 

B. NaHSO,-Rickstand. 
. Nach alkalischer Spaltung der Hippursiure, Wasserdampfdestillation und 
Atherextraktion wurden 37 g Korksiure = 54,8% der verfiitterten Menge 
wiedergefunden. 

Schmp. 137—139°; Misch-Schmp. 138—140°. 

7. Versuchsperson Rés. Gewicht 60 kg. 

Azelainsiureversuch. 

An 9 Versuchstagen je 6 g = 54 g Azelainsiure. Harnvolumen von 9 Ver- 
suchs- und 2 Nachtagen: 16,95 I. 
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A. NaHSO,-Lésung. 


Veresterung des Atherextraktes mit zus. 510 ccm Athanol-Toluol-Gemisch 
(2: 1) und 0,14 cem konz. H,SO,. 

Acetonriickstand: 2,6006 g. 

Sublimation: 76,5 mg Bs. Schmp. 169—173°; Misch-Schmp. 174—178°. 
Bleisuccinatprobe: + + + 

Auswertung: 76,5 mg in 11 Tagen, also fast 7 mg Bs/die. In Wirklichkeit 
lag der Bs-Wert etwa doppelt so hoch, da als Folge eines Fliegerangriffs etwa 
die Halfte der Bestimmung nach der Veresterung verloren ging. 


B. NaHSO,-Rickstand. 

Alkalische Spaltung der Hippursiure, Wasserdampfdestillation. Der Riick- 
stand der Wasserdampfdestillation wurde mit Ather ausgeschiittelt (400, 200, 
200 ecm), der Atherriickstand mehrfach aus Wasser umkristallisiert. Man erhielt 
zwei Fraktionen: 


g Schmp. Misch-Schmp. 
1. 22,3868 101—102° 101—102° 
2. 10,2468 100—101° 99—101° 


32,6336 d.s. 60,4% der verfiitterten Azelainsiure. 


8. Versuchsperson Be. Gewicht 60 kg. 

Azelainsiureversuch. 

An 10 Versuchstagen meist 6 g/die, im ganzen 57 g Azelainsiure. 
Harnvolumen: 22,5 / von 10 Versuchs- und 3 Nachtagen. 


A. NaHSO,-Lésung. 

Atherextraktion und Veresterung des Atherextraktes in der iiblichen Weise. 
Acetonriickstand: 3,3978 g. 

Sublimation: 187,7 mg Bs, d. s. 14,4 mg/die. 

Schmp. 175—177°; Misch-Schmp. 177—179°. Bleisuccinat-Probe: + + +- 


B. NaHSO,-Rickstand. 


Aufarbeitung auf Azelainsiure wie unter Nr.7. Ergebnis: Zwei Kristall- 
fraktionen. 


g Schmp. Misch-Schmp. 
1. * 17,585 102° 102—103° 
2. 22,448 100—102° 101—103° 


40,033 g = 70,2% der verfiitterten Azelainsiure. 


Zusammenfassung 


Bei einem achttaigigen Belastungsversuch mit 100 mg Glutarsadure 
pro kg Kérpergewicht und Tag am Menschen wurden nur 6% der Saure 
im Harn wieder ausgeschieden. Giftwirkungen wurden nicht beobachtet. 

Bei Fiitterung von Adipin-, Pimelin-, Kork- und Azelainsaure 
nimmt der Bernsteinsaéuregehalt des Harnes zu. 
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Stoffwechselversuche mit héheren Monoalkylbernsteinséuren 
Von 
Karl Thomas, Giinther Weitzel und Paul Neumann 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) 


In einer friiheren Arbeit unseres Instituts war das Verhalten einiger 
alkylierter Bernsteinséuren im Tierkérper gepriift worden’). Es handelte 
sich um die Methyl-, Athyl-, n-Propyl-, n-Butyl- und n-Hexylbernstein- 
siure. Dabei ergab sich, daB mit zunehmender GréBe des Alkyls von 
Methyl- bis Butylbernsteinsaure die Verbrennbarkeit abnahm, um dann 
bei Hexylbernsteinséure wieder besser zu werden. AuBerdem wurde im 
Harn stets etwas Bernsteinsaéure gefunden (5—125 mg), die im normalen 
Hundeharn fehlt. Uns interessierte nunmehr die Frage, wie sich die 
héheren Alkylbernsteinsiuren im Stoffwechsel verhalten, und ob sie 
ebenfalls eine Succinurie herbeifiihren kénnen. 

Folgende Substanzen wurden gepriift: 


n-Heptyl-bernsteinsiure Schmp. 91° 
n-Octyl-bernsteinsiure oo oe 
n-Nonyl]-bernsteinsiure 5 ee 
n-Decyl-bernsteinsiure » 90° 
n-Undecyl-bernsteinsiure 3 soar 
n-Dodecyl-bernsteinsiure 5 104° 
n-Cetyl-bernsteinsiure 3 ato 


Diese Saéuren wurden im hiesigen Institut von Hrn. Neumann 
durch Malonestersynthese dargesteilt. Es wird dariiber im Versuchsteil I 
berichtet. 

Bei der Verfiitterung war es schwierig, den Hunden gréBere 
Mengen der Substanzen zuzufiihren. Oft traten Erbrechen und groBer 
Durst bei den Tieren auf. Die taglich zugefiihrte Menge lag bei 2—3 g; 
meist gelang es, an 3 aufeinander folgenden Tagen 6—9 g der Saure 
dem Tier beizubringen, d. s. 0,1—0,2 g/kg Kérpergewicht/Tag. 

Bei der Aufarbeitung der Harne gelang es in keinem Falle, 
eine der verfiitterten Saéuren wiederzugewinnen. Fiir die relativ kleinen 
Mengen, die den Hunden zugefiihrt werden konnten, war die Verbrenn- 
barkeit also recht gut. Dagegen konnte immer Bernsteinsaure isoliert 
werden, und zwar 


nach insgesamt 12 g Heptyl-bernsteinsiure 9,7 mg n-Bernsteinsiure 
- 18 g Octyl-bernsteinsiure 63,6 mg i 
- = 12 g Nonyl-bernsteinsiure 4,3 mg es 
. oe 18 g Decyl-bernsteinsiure 133,8 mg “5 
5 18 g Undecyl-bernsteinsiure 158,0 mg = 
> 18 g Dodecyl-bernsteinsiure 112,4 mg an 
me 12 g Cetvl-bernsteinsiure 45,4 mg = 


1) R. Emmrich, P. Neumann u. I. Emmrich-Glaser, diese Z. 267, 
228 (1941). 
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Besprechung der Ergebnisse 















































Wahrend niedere Monoalkylbernsteinséuren schwer verbrennbar 
sind!), werden nach unseren Befunden Alkylbernsteinséiuren mit 7—16 
C-Atomen in der Seitenkette glatt abgebaut. Ahnlich liegen die Verhalt- 
nisse bei den Alkylmalonsauren: Niedere Alkylmalonsiuren werden 
zum groBten Teil unverandert wieder ausgeschieden!), n-Octylmalon- 
siure verbrennt schon recht gut, die h6heren bis n-Cetylmalonsaure 
sind nach Fiitterung nicht wieder aufzufinden?). Mit langer werdender 
Seitenkette erfolgt der Abbau immer leichter; Bernhard?) nimmt an, 
daB bei den niederen, leichtléslichen Verbindungen die Ausschei- 
dungsgeschwindigkeit gréBer als die Oxydationsgeschwindigkeit ist, 
wahrend die héheren, schwer léslichen, verbrannt werden. Vielleicht 
kommt bei den niederen Alkylbernsteinséuren noch ein anderer die 
Oxydation erschwerender Faktor, in Form einer Stérung der ab- 
bauenden Fermente hinzu: Man kénnte sich vorstellen, daB die 
Seitenkette durch ihre Raumbeanspruchung die Bernsteinséure vor dem 
fermentativen Angriff abschirmt. Die Seitenkette selbst scheint dann 
mit zunehmender Large einem Abbau leichter zuganglich zu werden. 
Das steht mit der Erfahrung nicht in Widerspruch, wenn man unsere 
Substanzen als §-Carboxy-Fettsauren auffaBt; z. B. die Nonylbernstein- 
siure als #-Carboxy-laurinsiure oder die Undecylbernsteinsdure als 
$-Carboxy-myristinsiure. Denn da anzunehmen ist, daB die /-standige 
Carboxylgruppe die Oxydation von der einen Seite her sperrt, so miiBte 
der Abbau dann iiber eine Methyloxydation der Seitenkette unter Bil- 
dung einer Tricarbonsaéure laufen. Bei der Verfiitterurg von Octyl-, 
Nonyl- und Decylmalonsdure hat Bernhard?) in der Tat die ent- 
sprechenden Tricarbonsaéuren isoliert, bei den héheren von Undecyl- 
malonsaure an aufwarts gelang es nicht mehr. Wir konnten nach Fiit- 
terung der Alkylbernsteinséuren niemals eine Tricarbonsaure fassen. Es 
? mu8 daher vorlaufig offen bleiben, ob diese Verbindungen ebenfalls 
methyl-oxydiert werden oder ob ein anderer Abbauweg beschritten 
wird. 

‘ DaB die von Emmrich und Mitarbeitern!) beobachtete Bernstein- 
sdureausscheidung bei Fiitterung alkylierter Bernsteinsdéuren kein Zu- 
fallsbefund, sondern tatsachlich auf die Zufuhr derartiger Substanzen 
zurickzufihren ist, konnte nunmehr sichergestellt werden. Bei Fiitterung 
verzweigter Bernsteinséuren konnten wir immer eine geringe Ausschei- 
dung normaler Bernsteinsdure nachweisen, die im gewohnlichen Hunde- 
harn nicht vorhanden war. So gelang es z. B. in einem Fiitterungsver- 
such mit Butylbernsteinséure 192 mg reine Bernsteinséure aus dem 
Harn zu isolieren, waihrend der Hund zwei Monate vorher keine Bern- 
steinsdiure ausschied. Dagegen hatte er 6 Wochen nach dem Stoffwechsel- 
versuch mit Butylbernsteinséure immer noch eine geringe Bernstein- 


— 





2) K. Bernhard, diese Z. 269, 135 (1941). 
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sdureausscheidung*). Auch bei unseren jetzigen Versuchen mit héheren 
Alkylbernsteinséuren war immer Bernsteinsiure im Harn nachweisbar. 
Dieses gleichzeitige regelmaBige Vorkommen geringer Bernstein- 
sduremengen nach Fiitterung von Alkylbernsteinséuren ist vorlaufig 
nicht recht erklarbar. Ihre Entstehung aus den verfiitterten Sauren 
halten wir fiir héchst unwahrscheinlich; vielmehr neigen wir zu der 
bereits oben angedeuteten Annahme einer Stérung der mit der Bern- 
steinsdéure im Zellstoffwechsel verkniipften Fermentreaktionen. Diese 
Ansicht wird z. TI. gestiitzt durch die von W. Franke‘) auf unsere An- 
regung hin ausgefiihrten Enzymversuche mit jenen Alkylbernstein- 
sauren. Von der Octylbernsteinsiure an aufwarts konnte er eine deut- 
liche Hemmung der Succinodehydrase und einiger anderer Acidode- 
hydrasen nachweisen. Dagegen lieBen Methyl- bis Heptylbernsteinséuren 
keine Hemmung der Succinodehydrase erkennen. Eine wirklich befrie- 
digende Erklarung fiir die Succinurie nach Fiitterung verzweigter Bern- 
steinsiuren kann damit jedoch noch nicht gegeben werden. 


Versuchsteil 


A. Synthesen héherer Alkylbernsteinséiuren (P. Neumann). 
n-Heptylmalonsaure-diithylester. 

Auf iibliche Weise ¢) wurde zunichst aus 24,25 (ber. 23,0) g Natrium in 
400 cm* absol. Alkohol ++), 320 g Malonester und 136 (ber. 135,6) g im Vakuum 
destilliertem n-Heptyljodid der n-Heptylmalonsiure-diithylester gewonnen. 

Sdp.,, 157,2—159,4°; Ausb. 110,17 g (70,9% d. Th.). 

t) Zur Erzielung héherer Ausbeuten wurde bei dieser und den folgenden 
Darstellungen der alkylierten Malonester nach einem Vorschlag von Brig]®) 
Joda!kyl, Natrium und Malonsiure-diithylester im Gewichtsverhaltnis 3 : 5 : 10 
angewandt. . _ 

tt) Der durch Kochen iiber Atzkalk bereits weitgehend entwiasserte Athy]l- 
alkohol wurde, nachdem in ihm !/,, seines Gewichtes Natrium gelést worden 
war, nochmals destilliert. Vgl. hierzu: Asmus, Organische Synthesen (1937), 
S. 244 und 253. 

n-Nonan-a,f,f-tricarbonsiure-triathylester. 

5,02 g Natrium (ber. 4,6), als Draht in 60 cm® absol. Benzol eingepreBt. 
wurden mit 52,02 g (ber. 51,64 g) n-Heptylmalonsdure-diathylester umgesetzt. 
AnschlieBend lieB man 32,67 g (ber. 24,5 g) Chloressigsiure-athylester eintropfen 
und kochte mehrere Stunden. Der durch Abdestillieren des Benzols und des 
iiberschiissigen Chloressigsiure-ithylesters erhaltene rohe Tricarbonsaiureester 
wurde in Ather aufgenommen, mit Soda und verd. Natronlauge gewaschen 
und nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Abdestillieren des Athers im 
Vakuum fraktioniert. Sdp.10,5 192,5—195,7°, Ausb. 33,98 g (48,9% d. Th.). 

Ein 2. Ansatz mit 63,6 g n-Heptylmalonsiure-tridthylester lieferte 42,50 g 
(50,1% d. Th.) Tricarbonsaure-triith ylester vom Sdp.10,5 192,3—195°. 

n-Heptyl-bernsteinsaure. 

20,32 g des oben dargesteliten Tricarbonsiureesters wurden durch 6-stdg. 
Erhitzen mit einer Lésung von 12 g techn. KOH in waBrigem Alkohol verseift. 


3) G. Weitzel u. W. Steyer, ,,Untersuchungen zum Stoffwechsel der 
Bernsteinsaiure‘*. Diss. med. Leipzig 1945. Unverdffentlicht. 

4) W. Franke, diese Z. 280, 76 (1944). 
5) Diese Z. 95, 180 (1915). 
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Die nach Abdestillierung des Lésungsmittels erhaltene rohe Tricarbonsiure wurde 
nach Zusatz von 9 g kleinen Tonscherben zur Abspaltung von CO, bis auf etwa 
170° erhitzt. Die durch Ausziehen der Tonscherben mit Ather erhaltene, noch 
unreine n-Heptylbernsteinsiure muBte iiber das Calciumsalz und dann durch 
mehrmaliges Umkristallisieren zunichst aus viel 10-proz. Salzsiiure und dann 
anschlieBend aus Wasser unter Zusatz von Tierkohle gereinigt werden. 

Ausb. 4,7 g (37% des angewandten Tricarbonsiureesters). Schmp. 90—91°. 
0,1834 g Sbst. verbr. 17,00 cm? n/,,-NaOH; C,,H..0,(216,2). Ber. Aquiv.-Gew. 
108,1, gef. 107,9. 

Eine 2. Aufarbeitung von 35 g n-Nonan-a,§,8-tricarbonsiure-triithylester 
lieferte 15,3 g (69,6% des angewandten Tricarbonsaureesters) reine n-Heptyl- 
bernsteinséure. Schmp. 90—91,5°; 

5,266 mg Sbst.: 11,81 mg CO,, 4,380 mg H,O. — 0,2184 g Sbst. verbr. 
20,32 ccm n/,9-KOH. 

C,,H.,0, (216,2). Ber. C 61,06, H 9,33, Aquiv.-Gew. 108,1. 
Gef. C 61,16, H 9,31, Aquiv.-Gew. 107,5. 


n-Octylbernsteinsaure. 


n-Octylmalonsiure-diithylester. 

Aus 2,3 g Natrium in 400 cm® absol. Alkohol, 320,3 g Malonester und 
144,04 g im Vakuum destilliertem Octyljodid wurde der n-Octylmalonsaure- 
diathylester dargestellt. 

Sdp.,, 162,5—163,5°; Ausb. 119,73 g (73,3% der angew. Menge Octyljodid). 

n-Decan-a,f,#-tricarbonsaiure-triaithylester. 

Aus 7,8 g Natrium (als Draht in 60 cm® Benzol), 92,22 g Octylmalonester 
und 62,25 g (ber. 41,50 g) Chloressigsiure-aithylester wurde der n-Decan-a,f, 
B-tricarbonsiaure-triithylester gewonnen. Nach zweimaliger Fraktionierung im 
Vakuum betrug die Ausbeute 53,57 g Ester vom Sdp. ;y 201—204,5° (Priparat A). 

Durch Vereinigen der Vorliufe der beiden Fraktionen und nochmaliges 
Destillieren im Vakuum wurden noch 15,54 g Tricarbonsiureester vom 
Sdp.10,5—11 201,5—204,5° (Priparat B) erhalten. Gesamtausbeute 56,94% der 
Theorie. 

n-Octylbernsteinsdure. 

Die durch Verseifen von 47,54 g Tricarbonsiureester (A) mit 32 g KOH 
in waBrigem Alkohol erhaltene rohe n-Decan-a,f,f-tricarbonsiure wurde mit 
20 g kleinen Tonscherben bis zur Abspaltung eines Mol. CO, im Glycerinbad 
(Héchsttemperatur 160°) erhitzt. Aus der Schmelze wurde die alkylierte Bern- 
steinsiure, auf die bei der Heptylbernsteinsiure angegebene Weise isoliert und 
ebenso iiber das Calciumsalz gereinigt. Nach zweimaligem Umkristallisieren 
aus Wasser lieBen sich 25,52 g (81,6% d. Th.) Octylbernsteinsiiure vom Schmp. 
86,5—87,5° gewinnen. 

0,2033 g Sbst. verbr. 16,75 cm? n/;>-KOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 115,2, gef. 114,4. 

Durch Aufarbeiten des Tricarbonsiureesters B wurden 9,42 g n-Octyl- 
bernsteinsiure (94,3% der theor. Ausbeute) vom Schmp. 85,8—86,7° gewonnen. 

0,2291 g Sbst.: 18,45 em® n/,)>-KOH. 

Aquiv.- Gew. ber. 115,2, gef. 115,2. 


n-Nonylbernsteinsiure. 


n-Nonylmalonsaure-diaithylester. 
Die Gewinnung des n-Nonylmalonsiure-didithylesters erfolgte aus 24,5 g 
Natrium (in absol. Alkohol), 320,3 g Malonester und 155 g im Vakuum destil- 
liertem Nonyljodid. Nach der 2. (bzw. 3.) Vakuumdestillation betrug die Aus- 
beute an Ester 93,49 g (53,5% d. Th.) Sdp.o3) 171—173,5°. 
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n-Undecan-a,f,f-tricarbonsdiure-triaithylester. 
Aus 7,17 g Natrium als Draht in Benzol, 86 g n-Nonylmalonester und 
55,2 g (ber. 36,8 g) Chloressigsiure-iithylester wurde der n-Undecan-a.f,f- 
tricarbonsiure-triithylester hergestellt. Durch zweimalige Fraktionierung des 
Rohesters im Vakuum wurden erhalten: 

A. 18,35 g Ester vom Sdp.,. 208—212,5° 

B. 50,95 g Ester vom Sdp.,, 213—215,7°, 
und Fraktion B, nochmals vakuumdesti!liert, lieferte: 

C. 10,17 g Ester vom Sdp.,, 211,5—212,1° und 

D. 29,32 g Ester vom Sdp.,, 212,2—214,2° (Ausb. 35,3% d. Th.). 


n-Nonylbernsteinsaure. 

29,46 g Tricarbonsiureester der Fraktion C und D wurden verseift und 
die erhaltene Tricarbonsiure durch CO,-Abspaltung in n-Nonylbernsteinsiure 
umgewandelt. Ausb. 16,1 g (83,3% d. Th.). Schmp. 90,5—-92°. 

5,284 mg Sbst.: 12,420 mg CO., 4,670 mg H,0. 

C,,;H,,0,. Ber. C 63,90, H 9,90. 

Gef. C 64,10, H 9,89. 


n-Decylbernsteinsaure. 


n-Decylmalonsiure-diithylester. 

Aus 24,8 g Natrium in 400 cm® absol. Alkohol, 346 g Malonester und 173 g 
dest. Decyljodid wurden 160,99 g n-Decylmalonsiure-diithylester vom Sdp.,, 
185,8—189,9° erhalten (Ausb. 83,1% d. Th., bez. auf »-Decyljodid). 

n-Dodecan-a,f,f-tricarbonsdure-triaithylester. 

10,9 g Natrium in 40 cm’ absol Benzol, 140,03 g n-Decylmalonester und 
85,75 g Chloressigsiure-ithylester lieferten 97,14 g n-Dodecan-a.f,f-tricarbon- 
siure-tridthylester (53,9% d. Th.). Sdp.11,3 221—225°. 

n-Decylbernsteinsaure. 

Der Tricarbonsiureester wurde verseift, aus der erhaltenen n-Dodecan- 
a,B,B-tricarbonsiure CO, abgespalten und die schlieBlich gewonnene rohe 
n-Decylbernsteinsiure iiber ihr Calciumsalz gereinigt sowie aus Ligroin 
(Sdp. 100—110°) umkristallisiert. 73,83 g n-Dodecan-a,f,B-tricarbonsadure- 
triithylester lieferten 44,09 g reine n-Decylbernsteinsiure (89,7% d. Th.). 
Schmp. 96°. 

0,1693, 0,2000 g Sbst. verbr. 14,00, 16,63 cm*® n/10-KOH.. 

Aquiv.-Gew. ber. 129,09, gef. 128,97, 128,26. 


n-Undecylbernsteinsaure. 
n-Undecylmalonsaure-diathylester. 

Aus 15,9 g Natrium in 280 em® absol. Alkohol, 221,4 g Malonester und 
117 g n-Undecyljodid Sdp.,, 140—144,5° (wobei der gréBte Teil bei 142,2 bis 
144,5° iiberging), wurde der n-Undecyl-malonsiure-diithylester hergestellt. 
Mehrmaliges Destillieren im Vakuum lieferte schlieBlich folgende Fraktionen: 

A. 79,01 g, Sdp.,, 192,5—196,3° 

B. 21,60 g, Sdp.,, 193,5—196,0° zus. 84,4% d. Th. 

C. 9,44 g, Sdp.,,, 190—193° 

n-Tridecan-a,f,f-tricarbonsiure-tridthylester. 

Der Tricarbonsiureester wurde durch 22%-stdg. Kochen der aus 7,7 g 
Natrium in 40 cm’ absol. Benzol und 105,08 g n-Undecylmalonsiurediithylester 
erhaltenen Natriumverbindung dieses Esters mit 65,3 g (ber. 40,83 g) Chloressig- 
sdure-aithylester dargestellt. Ausbeute: 

A. 61,09 g Ester, Sdp.,, 226—231° (45,64% d. Th.) 

B. 29,01 g Ester, Sdp., —;o,; 212—225° (21.67% d. Th., weniger reines 
Produkt). 
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n-Undécylbernsteinsaure. 

Aus 55,89 g n-Tridecan-a,f,8-tricarbonsaure-triithylester wurden auf dem 
iblichen Wege 28,1 g reine n-Undecylbernsteinsiure gewonnen. Schmp. 98,5° 
mit beginnender Erweichung von 96,5° an. 

0,2020 g Sbst. verbr. 14,10 cm? n/,,-KOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 136,2, gef. 135,1. 


n-Dodecylbernsteinsdure. 


.  n-Dodecylmalonsaure-diithylester: Aus 29,2 g Na in 360 cm? absol. 
Athanol 401 g Malonester und 252 g Lauryljodid (Sdp.,,_,, 159—160°) wurde 
der n-Dodecylmalonsiureester hergestellt. Wie bei den vorangegangenen Dar- 
stellungen verhielten sich die angewandten Gewichtsmengen an Alkyljodid, 
Natrium und Malonester etwa wie 3:5:10. Nach dreimaligem Fraktionieren 
im Vakuum betrug die Ausbeute an reinem Ester vom Sdp.,, 205,5—207,5°: 
186 g (66.6% d. Th.). AuBerdem fielen an weniger reinem Produkt an: 61 g 
(21.8%), Sdp.,, 202—206,5°. 


n-Tetradecan-a,f,f-tricarbonsaiure-tridthylester: Der Tricar- 
bonsdureester wurde durch 26-stdg. Kochen einer Mischung von Natrium- 
dodecylmalonsaure-diithylester (aus 12 g Natrium, 70 cm* absol. Benzol und 
172,2 g Dodecylmalonester) mit 95 g Chloressigsiure-dithylester erhalten. 
Sdp.10,5 240—241,5°, Ausb. 89,5 g (41% d. Th.). 


n-Dodecylbernsteinsaiure: Durch Verseifen von 80g n-Tetradecan-a,f,- 
B-tricarbonsaure-triithylester und Abspalten von CO, aus der erhaltenen rohen 
Tricarbonsaure lieB sich die n-Dodecylbernsteinsiure darstellen. Da die Saure 
nach Umkristallisieren aus waBrigem Alkohol keinen scharfen Schmelzpunkt 
hatte, wurde sie iiber das Calciumsalz gereinigt. Ausb. 28,5 g; Schmp. 102,5 bis 
104°. 

3,201, 3,275 mg Sbst.: 7,978, 8,125 mg CO,, 3,010, 3,072 mg H,O. — 
0.1529 g Sbst. verbr. 11,37 cm? ”/,>-KOH (T 0,09377). 


C,gH3,0, (286,4). Ber. C 67,04, H 10,56. Aquiv.-Gew. 143,2. 
Gef. C 67,91, 67,66, H 10,52, 10,56. Aquiv.-Gew. 143,4, 
143,8. 


Cetylbernsteinsaure. 


n-Cetylmalonsaure-diadthylester. 


Durch Umsetzung von 18 g Natrium, 246 g Malonester und 163 g Cetyl- 
jodid (Sdp.,, 202—205°) in absol. Athanol (400 ccm) wurde der n-Cetylmalon- 
ester gewonnen (Sdp.,, 238—241°). Ausb. 151 g (84,9% d. Th.). 


n-Octadecan-a,f,B-tricarbonsaure-tridthylester. 


2,76 g Na-Draht wurden in 40 ccm iiber Na getrocknetem Benzol einge- 
preBt und mit 38,44 g Cetylmalonester, gelést in 5 ccm Benzol 41% Stdn. ge- 
kocht. AnschlieBend wurde nach Zugabe von 20,7 g Chloressigsiuredthylester 
noch 914 Stdn. im Sieden gehalten. Ausb. an Tricarbonester 30,80 g (65,53% 
d. Th.). Sdp.,, 271—275°. 


n-Cetylbernsteinsiure. 


Aus 20,29 g Tricarbonester wurden durch Verseifung und Decarboxylierung 
6,16 g reine Cetylbernsteinsiure gewonnen, d. 8. 41,72% d. Th.; Schmp. 107—108°. 


Zwei weitere in gleicher Weise durchgefiihrte Darstellungen lieferten eben- 
falls Praparate, die bei_107—108° bzw. 109—110° schmolzen. Zum Umkristalli- 
sieren wurde 85-proz. Athanol und Ather verwendet. 


0,2619 g Sbst. verbr. 15,25 cm? n/,,-NaOH. 
Aquiv.-Gew. ber. 171,15, gef. 171,74. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 282 
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B. Fitterungsversuche. 


Aufarbeitung der Harne. 

Filtrieren iiber Kieselgur, Ansitern mit H,SO,, erste Aitetsigtnietion. 
Alkalische Verseifung des Atherextraktes (Hippursdiurespaltung), kongosauer 
mit H,SO, und Wasserdampfdestillation zur zweiten Atherextraktion. Ver- 
esterung des zweiten Atherextraktes mit Athanol, Ausziehen des Estergemisches 
mit Petrolither, Entfernung der aromat. Oxysaureester aus dem Petrolather- 
auszug mit Na-Methylat, Verseifung der mit Na-Methylat nicht ausgefillten 


Ester. Anséuern zur dritten Atherextraktion, Behandlung des Atherextraktes | 


mit Acetanhydrid und Sublimation. Sowohl die normale Bernsteinsiure als 
auch die verzweigten Bernsteinsiuren sind als Anhydride leicht sublimierbar; 
Naheres zur Sublimation derartiger Verbindungen an anderer Stelle®). 


Fitterungsversuche mit Heptylbernsteinsaure. 


12 g an 2 Hunde (Senta und Lady) innerhalb zweier Tage. Schlechte Auf- 
nahme der dem Normalfutter zugesetzten freien Saiure. Mehrfach Erbrechen, 
starker Durst. 

Harnvolumen: Insgesamt 17,3 / von 2 Fiitterungs- und 2 Nachtagen. Ge- 
samtriickstand der zweiten Atherextraktion: 14,3378 g. 

Dritter Atherriickstand: Anhydrisierung mit Essigsiureanhydrid (50 ccm) 
und Sublimation: Aus dem Sublimat 9,7 mg Bernsteinsiure (fortan Bs). 

Schmp. 178—180°; Misch-Schmp. 179—181°. Bleisuccinatprobe: + + 

3,042 mg Sbst.: 4.480 mg CO,, 1,430 mg H,0O. 

Ber. C 40,7, H 5,1. Gef. C 40,17, H 5,26. 


Fitterungsversuche mit Octylbernsteinsaure. 


18 g an zwei Hunde (Senta und Lady) in 4 Tagen. 
Wieder starker Durst und mehrfach Erbrechen. 
Harnvolumen gesamt: 34,3 / von 3 Fiitterungs- und 3 Nachtagen. 
Gewicht des zweiten gereinigten Atherriickstandes: 16,6274 g. 
Der dritte Atherriickstand bestand aus 0,0553 g Kristallen und 0,4710 ¢g 
eines braunen Oles. 
a) Kristalle: Anhydrisierung und Sublimation; 
aus dem Sublimat 18,4 mg Bs. Schmp. 176—184°. Bleisuccinatprobe: 


as ate 

b) Ol: Anhydrisierung und Sublimation. 

Aus dem 6lig-kristallinen Sublimat nach Waschen mit wenig Essigester 
45,2 mg Bs. Schmp. 175—181°; Misch-Schmp. 177—181°. Bleisuccinat- 
probe: + + 

Insgesamt: 63,6 mg Bs. 

3,309, 3,054 mg Sbst.: 4,967, 4,560 mg CO,, 1,569, 1,495 mg H,O. 

Ber. C 40,7, H 5,1. Gef. C 40,94, 40,72, H 5,31, 5,48. 

Fitterungsversuche mit Nonylbernsteinsaure. 

12 g an Hunde (Senta und Lady) in 3 Tagen. Keine Schwierigkeitem bei 
der Fiitterung. 

Harnvolumen von 3 Fiitterungs- und 3 Nachtagen: insgesamt 17,5 |. Ge- 
wicht des zweiten (gereinigten) Atherriickstandes: 16,6038 g. Der dritte Ather- 
riickstand bestand aus einem braunen Ol, das nach Anhydrisierung mit 50 ccm 
Acetanhydrid und Sublimation 4,3 mg Bs lieferte. Schmp. 176—179°; Misch- 
Schmp. 179—181°. Bleisuccinatprobe: + + 


Fitterungsversuche mit Decylbernsteinsaure. 


18 g an 2 Hunde (Senta und Lady) in 5 Tagen. Glatt aufgenommen. Harn- 
volumen von 5 Fiitterungs- und 2 Nachtagen: Insgesamt 14,09 1. Zweiter (ge- 
reinigter) Atherriickstand: 11,65 g. 


6) G. Weitzel, diese Z. 282, 208 (1947). 
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Der dritte Atherriickstand war élig, braun, ohne Kristalle. Nach Behand- 
lung mit 50 cem Acetanhydrid erhielt man ein teilweise kristallisiertes Sublimat, 
das nach Waschen mit etwas Essigester 133,8 mg reine Bs lieferte. Schmp. 
178—181°; Misch-Schmp. 179—182°. Bleisuccinatprobe: + + + 

3,224, 3,203 mg Sbst.: 4,833, 4,800 mg CO,, 1,604, 1,601 mg H,0. 
i Ber. C 40,7, H 5,1. 
‘  Gef. C 40,88, 40,87, H 5,57, 5,59. 


Fitterungsversuche mit Undecylbernsteinsaure. 


\ 18 gan 2 Hunde (Rolf und Trolly) in 4 Tagen. Kein Durst, kein Erbrechen. 
{ Harnvolumen: Insgesamt 9,56 | von 4 Fiitterungs- und 4 Nachtagen. 
| Zweiter (gereinigter) Atherriickstand: 19,3879 g. 

Dritter Atherriickstand: wenig dickfliissiges braunes 61 mit Kristallen, ° 
die zunichst nicht sublimiert, sondern abgesaugt und mit Benzol farblos ge- 
waschen wurden: 48 mg Bs, Schmp. 179—182°; Misch-Schmp. 180—182°. 
Bleisuccinatprobe: + + +. 

3,516, 2,997 mg Sbst.: 5,270, 4,490 mg CO,, 1,716, 1,460 mg H,O. — 
25,4 mg Sbst. verbr. 4,260 ccm m/,9-NaOH. 

Ber. C 40,7, H 5.1, Aquiv.-Gew. 59,0. 

Gef. C_40,88, 40,86, H 5,46, 5,45, Aquiv.-Gew. 59,6. 

Aus der Mutterlauge nach Anhydrisierung und Sublimation nochmals 
110,0 mg Bs. Schmp. 180—183°; Misch-Schmp. 181—183°. Bleisuccinatprobe : 
+ + +. Gesamt 158,0 mg Bs. 


Fitterungsversuche mit Dodecylbernsteinsaure. 


18 g an 2 Hunde (Rolf und Trolly) in 2 Tagen. Keine Schwierigkeiten bei 
der Fiitterung. 

Harnvolumen von 3 Fiitterungs- und 3 Nachtagen: Rolf 4,7 /, Trolly 4,25 1. 

Zweiter (gereinigter) Atherextrakt: 

Rolf: 6,6962 g, Trolly: 4,5685 g. 

Beides dicke braune Ole mit seifiger Kristallisation. Vereinigung beider 
Extrakte, Absaugen des Oles, Waschen der Kristalle mit Essigester. Der kri- 
stallisierte Anteil (0,2574 g) lieferte nach Behandlung mit 50 ccm Acetan- 
hydrid und Sublimation 105,8 mg Bs. 

Schmp. 180—183°; Misch-Schmp. 181—183°. Bleisuccinatprobe: + + + 

3,544, 3,040 mg Sbst.: 5,288, 4,535 mg CO,, 1,801, 1,511 mg H,0. 

Ber. C 40,7, H 5,1. 

Gef. C 40,69, 40,68, H 5,69, 5,56. 

Aus der éligen Mutterlauge (0,1538 g) lieBen sich nach Anhydrisierung 
und Sublimation nochmals 6,6, mg Bs isolieren. 

Schmp. 177—182°; Misch-Schmp. 179—182°. Bleisuccinatprobe: + +. 
Gesamt 112,4 mg Bs. 


Fitterungsversuche mit Cetylbernsteinsaure. 


12 g an 2 Hunde (Rolf und Trolly) in 3 Tagen. Die freie Siure wurde dem 
Normalfutter zugesetzt und ohne weiteres aufgenommen; keine auffalligen Er- 
scheinungen. 

Harnvolumen von 3 Fiitterungs- und 3 Nachtagen insgesamt 6,675 1. 

Zweiter (gereinigter) Atherextrakt: 13,8269 g. 

An Stelle einer dritten Atherextraktion wurde hier mit Aceton ausgezogen, 
der Acetonriickstand (1,5480 g) mit 50 ccm Acetanhydrid behandelt und subli- 
miert. Aus dem Sublimat 45,5 mg Bs. Schmp. 170—176°; Misch-Schmp. 174 
bis 177°, Bleisuccinatprobe: + + +. 

14* 
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Zusammenfassung 


In Fiitterungsversuchen mit sieben hdéheren Monoalkylbernstein- 
sduren (n-Heptyl- bis n-Cetylbernsteinséure) an Hunden erwiesen sich 
diese Substanzen als leicht verbrennbar: Bei Belastung mit rd. 0,1 bis 
0,2 g/kg Korpergewicht und Tag wurde keine der verfiitterten Saurgn 
im Harn wiedergefunden. Dagegen trat immer eine geringe Ausscheidung 
von unsubstituierter Bernsteinséure auf (4—158 mg). 


Wir danken Frin. Maria v. Teuffel, Fr. Koch und Frin. Herta Pfeil fiir 
fleiBige und verstindnisvolle Hilfe. 


Nachtrag bei der Korrektur (5. 7.1947): Von Prof. K. Bernhard 
erhielten wir vor kurzem die Dissertation Harold Lincke ,,Das Stoffwechsel- 
verhalten alkylierter Bernsteinsiuren beim Hund“, Ziirich 1945. Er hat die 
meisten der von uns untersuchten Siuren in gleicher Weise und etwa gleicher 
Menge am Hund gepriift. Auch bei ihm stieg die Toleranz mit linger werdendem 
Alkyl von C, ab rasch an, so da8 von den verfiitterten Siuren nichts unver- 
aindert im Harn gefunden wurde. Dagegen gelang es ihm, bei der n-Decyl-bern- 
steinsiure ($-Carboxy-tridecansiure) 5,1% der reinen (12,3% roh) durch o- 
Oxydation entstandene f-Carboxy-tridecandisiure zu fassen. Auch er fand die 
Succinurie. Sie stieg plétzlich stark an bei der n-Octylbernsteinsaure, also jener 
Verbindung, die als erste véllig verbrennt. Er deutet ihr Auftreten nicht mit 
einer Hemmung der Succinodehydrogenase, sondern leitet sie von der verfiitterten 
Saure iber Methyloxydation und cis-Aconitsiure her. Bei der toxisch wirkenden 
n-Nonyl-bernsteinsiure ware entsprechend an das Auftreten von Malonsiure 
zu denken. Ubrigens war auch die Ausscheidung von Oxalsiure, die bei unserer 
Aufarbeitung der Harne nicht mit erfaBt wird, iiber die Norm erhéht. 


Stoffwechselversuche mit symm. Dimethylbernsteinsaéure 
Von 
Giinther Weitzel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) 


Verfiitterte Bernsteinséure wird im Tierk6rper spielend leicht ab- 
gebaut, Methylbernsteinsiure (Brenzweinséure) verbrennt bedeutend 
schwerer. Von ihr wurden im Fiitterungsversuch (20 g) am Hund 43,8% 
(roh) im Harn wieder ausgeschieden'). Bei Fiitterungsversuchen mit 
Athyl- bis Hexylbernsteinsiure’) sowie Heptyl- bis Cetylbernstein- 
sdure*) wurde auBerdem stets eine gleichzeitige Ausscheidung von nor- 
maler Bernsteinsaure beobachtet, die sonst im Hundeharn nicht auftrat. 
Besonders auffallig war, daB diese Succinurie bei den Hunden noch 


1) R. Emmrich, diese Z. 261, 61 (1939). 
2) R. Emmrich, P. Neumann u. I. Emmrich-Glaser, diese Z. 267, 
228 (1941). 
’) Thomas, Weitzel u. Neumann, vorangehende Mitteilung. 
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zeigen also keine Verbrennungsunterschiede. Die aus dem Harn isolierten 
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Wochen und Monate lang nach dem Fiitterungsversuch mit Alkyl- 
bernsteinsdéuren bestehen blieb. Weiterhin konnte Emmrich!) bei Me- 
thylbernsteinsaure-Fiitterung eine geringe Menge. Methylfumarsaure, 
2,2% der im Stoffwechsel umgesetzten Methylbernsteinsaure, isolieren ; 
doch blieb das der einzige Fall, wo nach Zufuhr von Alkylbernsteinséuren 
ein dehydriertes Abbauprodukt gefaBt werden konnte. 

In diesem Zusammenhang wurden die Abbauverhiltnisse der symm. 
Dimethylbernsteinsauren untersucht, um dabei folgende Fragen 
zu klaren: 

1. Wie wirkt sich die Einfiihrung einer zweiten Methylgruppe in at 

Bernsteinséure auf die Verbrennbarkeit aus ? 

2. Bestehen Unterschiede im Abbau zwischen Meso- und a 

form der symm. Dimethylbernsteinsaure ? 

3. Kommt es auch hier zu einer gleichzeitigen Ausscheidung von 

normaler Bernsteinsaure ? 

4. LaBt sich ein dehydriertes Abbauprodukt fassen ? 

Darstellung der symm. Dimethylbernsteinsiure durch Malonester- oder 
Elektrosynthese. Trennung der héher schmelzenden Meso-Saiure vom niedriger 
schmelzenden Racemat durch fraktionierte Kristallisation aus Wasser oder 
dssigester. Die Meso-Form ist in beiden Lésungsmitteln schwerer léslich. Die 


Sauren wurden als saure Natriumsalze dem Futter der Hunde zugesetzt und 
ohne Schwierigkeiten aufgenommen. 




















COOH COOH COOH 
| | | 
H,C-C-H H-C-CH, H-C-CH, 
| | | 
H-C-CH, H,C-C-H H-C-CH, 
| 
COOH COOH COOH 
Racemat, Schmp. 122—123° Meso-Form, Schmp. 179—181° 
auch ,,Anti-Form‘: oder ,,maleinoid‘‘ auch ,,Para-Form‘ oder ,,fumaroid‘ 
genannt. Leicht léslich. genannt. Schwer léslich. 
Ergebnisse 
Hiei as Menge — or Wieder ausgeschieden 
siure in g tage rein % roh % 
Senta Meso 22,5 | 4 63,9 78.7 
Lady Meso 20 2 52,4 74,5 
Senta Racemat 20 | 2 57,0 60,0 

















Aus auBeren Griinden lieB sich leider nur der Versuch bei Senta mit Racemat 
fiir eine Prifung auf gleichzeitig ausgeschiedene Bernsteinsiure heranziehen;: es 
wurden 13,2 mg gefunden. 


Die Prozentzahlen der ausgeschiedenen reinen Sauremengen liegen 
untereinander in der gleichen GroéBenordnung, Racem- und Mesoform 
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Sauren waren ebenso wie die verfiitterten optisch inaktiv. Dagegen zeigt 
die hohe Ausscheidungsquote, wie sehr die beiden Methylgruppen die 
Verbrennung erschweren. Normale Bernsteinsaure wird praktisch restlos 
verbrannt, bei Monomethylbernsteinsaure erscheinen 43,8% (roh) im 
Harn wieder'), bei symm. Dimethylbernsteinsdure fanden wir jetzt 
60—78,7% (roh) wieder. Damit ist erwiesen, daB mit der Einfithrung 
einer zweiten Methylgruppe das Molekiil fiir die abbauenden Fermente 
noch schwerer angreifbar wird, als es schon die Monomethylbernstein- 
siure ist. Ahnliche Verhiltnisse fanden wir auch beim Vergleich der 
Sauren n-Adipin-, a-Methyl-adipin- und a,y-Dimethyl-adipinsaure: Fiir 
Dimethyladipinsaure war die Toleranz am geringsten, fiir n-Adipinsaure 
relativ am besten, Monomethyladipinsaure stand in der Mitte *). 

Hierzu stimmen auch die Ergebnisse, die Thunberg®) im Enzym- 
versuch erhielt. Danach wird Methylbernsteinsiéure von Succinodehy- 
drase zwar dehydriert, aber bedeutend langsamer als Bernsteinsiaure, 
Dimethylbernsteinséure wird nicht mehr angegriffen. Befindet sich 
Methylbernsteinsaure in groBem UberschuB ge geniiber Bernsteinsaure, so 
wird die Bernsteinséuredehydrierung verlangsamt. Die jetzt beim Fiit- 
terungsversuch mit Dimethylbernsteinséure nachgewiesene gleichzeitige 
geringe Bernsteinsdéureausscheidung kénnte sich daraus erklaéren, daB 
die Dimethylverbindung den gleichzeitigen Abbau der normalen Bern- 
steinsdure stért, so daB diese zum Teil im Gewebe sich ansammelt und 
im Harn erscheint. Thunberg®) fand in vitro eine schwache Hemmung 
der Methylenblau-Entfirbung im System Mb-Succinodehydrase-Bern- 
steinsdure bei Zusatz von Dimethylbernsteinsaure. 

Ein dehydriertes Abkauprodukt war nicht zu isolieren. Im Enzym- 
versuch®) kann Dimethylbernsteinséure nicht mehr als H,-Donator 
fungieren im Gegensatz zu Methylbernsteinséure, die noch langsam 
dehydriert wird. Damit bleibt Emmrichs Methylfumarsiure das ein- 
zige bisher in vivo gewonnene dehydrierte Abbauprodukt trotz der 
groBen Zahl von Alkylbernsteinsauren, die bereits im Stoffwechsel ge- 
prift wurden. 

Ein an 2 Hunden ausgefiihrter Fiitterungsversuch mit symm. Diithyl- 
bernsteinsaiure (Schmp. 123—125°) brachte ein unerwartetes Resultut, wel- 
ches hier unter Vorbehalt mitgeteilt sei: Beide Tiere erhielten an 2 aufeinander 
folgenden Tagen je 10 g tgl. als saures diithylbernsteinsaures Na dem Futter 
beigemischt, welches restlos aufgenommen wurde. Der eine Hund schied 10,5%, 
der andere 15,8% der verfiitterten Saiure wieder aus, was im Widerspruch zur 
Theorie fiir eine recht gute Verbrennbarkeit der Diithylbernsteinsiure sprechen 


wirde. Da jedoch beide Tiere an zweiten Fiitterungstage Durchfall bekamen, 
bedarf dieser Versuch der Wiederholung. 


4) G. Weitzel u. H. Queckenstedt, unveréffentlichte Diss. med. Leipzig 
1945. 
5) T. Thunberg, Biochem. Z. 258, 48 (1933). 
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Versuchsteil 


symm. Dimethylbernsteinsaure. 

A. Hochschmelzende Meso-Form. Schmp. 179—181°. 

Zwei Hunde: Se (18 kg) und La (19,7 kg). 

Insgesamt verfiittert: 42,5 g; davon erhielt Se 22,5 g, La 20 g. Die Saure 
wurde dem gewohnlichen Futter in wiBriger, mit NaOH etwa zur Halfte neu- 
tralisierter Lésung zugesetzt. Erbrechen, Durchfall usw. traten nicht auf. 

1. Fiitterungstag: Se 5 g La 10 g (2x5 g) 

2. Fiitterungstag: Se 2,5 g La 10 g (2x5 g) 

3. Fitterungstag: Se 7,5 g¢ La — 

4. Fiitterungstag: Se 7.5 g¢ La — 

Se 22,5 g La 2U g 





Harnvolumen: 

Se 4400 ccm von 4 Fiitterungs- und 2 Nachtagen. 

La 2700 ccm von 2 Fiitterungs- und 2 Nachtagen. 

Aufarbeitung der Harne: 

Einengen, kongosauer zur ersten Atherextraktion. Abtrennen des Unver- 
seifbaren durch Behandlung der Atherextrakte mit gesattigter wiBriger KHCO,- 
Lésung. Alkalische Zerkochung der Kaliumsalzlésung der organischen Siuren 
mit 30 ccm 2-n.NaOH 2 Stdn. unter Riickflu8. Ansiuern mit H.SO, und Wasser- 
dampfdestillation. Bei Se 6 1, bei La 7,51 Destillat. Aus den Destillaten wurde 
nach Einengen bei pH 8, Ansiuern und Entfernung der Benzoesiure mit Petrol- 
aither durch Ausschiitteln mit Ather bei Se 667,2 mg (Schmp. 185—186°, Misch- 
Schmp. 183—184°) und bei La 640,1 mg (Schmp. 187—188°, Misch-Schmp. 
185—186°) hochschmelzende Dimethylbernsteinsiure zuriickgewonnen. Nach 
dem Destillieren mit Wasserdampf wurden die Lésungen erneut mit Ather ex- 
trahiert. Die Lpeageon ene waren hellbraun, kristallisiert. 

Bei Se: 21,5 g, bei La: 15,5 g. 

Nach aera und einmaligem Waschen mit Benzol ergab sich folgende 
Roh-Ausbeute: 

Bei Se: 17,7 g, bei La: 14,9 g. 

Mehrfaches Umkristallisieren aus Wasser lieferte folgende Fraktionen: 

A. Bei Se: 

1. 12,4478 g, Schmp. 181—182°, Misch-Schmp. 175—177°. 

2. 0,9612 g, Schmp. 180—181°, Misch-Schmp. 178—180°. 

3. 0,2978 g, Schmp. 187—189°, Misch-Schmp. 185—187°. 

4. 0,6672 g, Schmp. s. o. aus Wasserdampfdestillat. 

14,3740 g. 
Se: Verfiittert 22,5 g; ausgeschieden 17,7 g roh (78,7%), 
ausgeschieden 14,374 g rein (63,9%). 
B. Bei La: 
6,4433 g, Schmp. 184—185°, Misch-Schmp. 184—186°. 
3,0488 g, Schmp. 185—187°, Misch-Schmp. 183—185°. 
0,3548 g, Schmp. 191—192°, Misch-Schmp. 187—189°. 
0,6401 g, Schmp. s. o. aus Wasserdampfdestillat. 
10,4870 g. 
La: Verfiittert 20 g. 
Ausgeschieden: 14,9 g roh = 74,5%. 
10,487 g rein = 52,4% 


te 
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B. Niedrigschmelzende Racem-Form. Schmp. 122—123°. ; 

Hund Se (17,5 kg). Insgesamt verfiittert: 20 g. Das Futter bestand aus 
Haferflocken, in Wasser:gekocht, und Fleisch. Die Siure-wurde in Wasser gelést 
und etwa zur Halfte mit NaOH neutralisiert. 

1. Fitterungstag: 3 Gaben zu 2,5/5/2,5 g mit je 3 Stdn. Pause = 10 g. 

2. Fitterungstag: 2 Gaben zu je 5 g mit 4 Stdn. Pause = 10 g. 

Harnvolumen: 3780 ccm von 2 Fiitterungs- und 2 Nachtagen. 

Aufarbeitung: 

Wie bei der hochschmelzenden Dimethylbernsteinsaure (s. 0.). 

Aus dem Wasserdampfdestillat wurden gewonnen: 322 mg Dimethy!l- 
bernsteinsdure. 

Schmp. 118—124°, Misch-Schmp. 119—124°. 

Zweiter Atherriickstand: Nach Waschen mit Benzol fast farblos, kristalli- 
siert. 12,0189 g (,,roh‘‘). 

Schmp. 111—114°, Misch-Schmp. 119—122°. 

Also schon verhaltnismaBig rein. 

Umkristallisiert aus Wasser: 

1. Frakt.: 7,5846 g, Schmp. 120—124°, Misch-Schmp. 120—123°. 

2. Frakt.: 2,1778 g, Schmp. 120—124°, Misch-Schmp. 121—124°. 

3. Frakt.: 1,0449 g, Schmp. 119—123°, Misch-Schmp. 119—122°. 

4. Frakt.: 0,0322 g, Schmp. s. 0. aus Wasserdampfdestillat. 

5. Frakt.: 0,5613 g, Schmp. s. u. aus Sublimation. 

11,4008 g rein. 
Verfiittert: 20 g. 
Ausgeschieden: 12,0189 g roh = 60%. 
11,4008 g rein = 57%. 

Prifung auf normale Bernsteinsaure: 

Die Isolierung der Bernsteinsiure neben der racem. Dimethylbernsteinsiure, 
die zunachst schwierig erschien, gelang recht giatt durch fraktionierte Subli- 
mation. Die vereinigten Mutterlaugen wurden zur Trockne gebracht, der Riick- 
stand sublimiert. Dabei wurde zuerst ohne Anhydrisierung bis 110°/4 mm die 
Dimethylbernsteinsiure heraussublimiert, dann nach Anhydrisierung die nor- 
male Bernsteinsiure als Anhydrid von 70—125°/4 mm. 

Modellversuche zur Sublimation der symm. racem. Dimethylbernsteine 
saure: 

A. Ohne Anhydrisierung: Bei 2 mm Hg wurde ab 87° die Sublimation 
sichtbar (kristalliner Beschlag). Quantitative Sublimation in unserer Apparatur 
von 87—90°. 

B. Sublimation des Anhydrids: Darstellung mittels Acetylchlorids. Um- 
kristallisation aus Benzol. Schmp. 82,5-—-84°. Sehr leicht sublimierbar! Subli- 
mationstemperatur: 36—38°/2 mm. 

Sublimation des Riickstandes aus dem Fiitterungsversuch: 


A. Ohne Anhydrisierung: 

Sublimat I: 13 Stdn. bis 110° im Luftbad, 4 mm Hg. Sublimat roh: 0,9793 g. 
Nach Kochen mit Wasser Kristallisation in der Kalte: 0,5305 g. Schmp. 110 
bis 114°, Misch-Schmp. mit racem. Dimethylbernsteinsiure: 116—119°. Misch- 
Schmp. mit normaler Bs: 128—149°. 

Sublimat II: 9 Stdn. bis 130° im Luftbad, 4mm Hg. Sublimat roh: 0,1123 g. 
Kristallisation aus Wasser: 0,0308 g. Schmp. 113—115°. Misch-Schmp. mit 
racem. Dimethylbernsteinsiure: 114—117°. Misch-Schmp. mit Bs: 126—144°. 
resamt: 0,5613 g niedrigschmelzende symm. Dimethylbernsteinsaure. 
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B. Behandlung des nicht sublimierbaren Riickstandes (0,8020 g) 
mit 50 ccm Acetanhydrid (1 Stde. u. R. gekocht). 

Sublimation: 10 Stdn. 90°/4 mm Hg. 

Sublimat roh: 60,8 mg. Nach Absaugen von Olspuren und Nachwaschen 
mit wenig kaltem Essigester: 13,2 mg. Schmp. 175—187°. Misch-Schmp. mit 
normaler Bs: 179—182°. Mikro-Bleisuccinatprobe: + + + 

(Dimethy!bernsteinsiure gibt die Bleiprobe nicht!) 


symm. Diithylbernsteinsaure: 

Racemat. Schmp. 123—125°. Gewonnen aus Malonester- bzw. Elektro- 
synthese. An 2 Hunde (Rolf 22 kg und Trolly 21 kg) wurden insgesamt 40 g 
verfiittert. Jeder Hund erhielt an 2 aufeinander folgenden Tagen 10 g der Saure 
als saures Na-Salz in wiBriger Lésung in Gaben zu 5 g dem Futter zugesetzt. 
Bei beiden Hunden trat am 2. Tage Durchfall auf. 

Harnvolumen: Bei Ro. 3300 ccm, bei Tr. 3000 ccm von 2 Fiitterungs- und 
2 Nachtagen. 

Aufarbeitung: Wie bei Dimethylbernsteinsiure. Aus dem Wasserdampf- 
destillat war keine Diaithylbernsteinsiure zu isolieren. Die zweiten (gereinigten) 
Atherriickstainde waren braun, seifig kristallisiert. Bei Ro: 7,9 g, bei Tr: 7,5 g. 


Weitere Reinigung durch Umkristallisieren aus Wasser und Benzol lieferte 
folgende Fraktionen: 





Misch- 
Schmp. 


Misch Trolly 


Schmp. Schmp. 


Rolf 








Schmp. 





| Frakt. 1: 1,8501 g}125—126°}119—120°| Frakt. 1: 1,1258 g/121—123°|121—122° | 
Frakt. 2: 0,1395 g}125-—127°|122—123°} Frakt. 2: 0,6129 g|123—125°|121—122° | 

Frakt. 3: 0.1028 g| 125—127°|124—126°} Frakt. 3: 1.4195 g}119—122°|L19—121° | 

2,0924 2 83,1582 g 




















Rolf: verfiittert 20 g, ausgeschieden 2,0924 g = 10,5% 
Trolly: verfiittert 20 g, ausgeschieden 3,1582 g = 15,8% 


Zusammenfassung 


Im Fiitterungsversuch am Hund erwies sich symm. Dimethy]l- 
bernsteinséure mit einer Ausscheidungsquote von 57—63,9°% (rein) 
als noch schwerer verbrennlich als Monomethylbernsteinsaure. Zwischen 
Meso- und Racemform bestehen keine Toleranzunterschiede. Eine gleich- 
zeitig beobachtete Ausscheidung von normaler Bernsteinséure macht es 
wahrscheinlich, daB deren Eliminierung im Gewebe durch Dimethy]l- 
bernsteinsadure gestért wird. 
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Asymmetrische Dimethylbernsteinsaure 
Von 
Dr. Hatice Bodur aus Istanbul 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) jj 


Quartares Kohlenstoffatom sperrt den biologischen Abbau. Die in 
der Uberschrift genannte Saure kann auf einfache Weise nicht mehr in 
die substituierte Fumarsaure iibergehen, wie dies bei Monomethyl- 
bernsteinséure von Emmrich!) beobachtet worden ist. Sie wird also 
wahrscheinlich den Tierkérper unverandert passieren und zu einem 
héheren Prozentsatz aus dem Harn wiederzugewinnen sein als die 
symm. Dimethylbernsteinséure. Deren beide Formen hat Weitzel?) an 
Hunde verfiittert und 60—78,7°% (roh) von ihr im Harn wiedergefunden. 
Bei der asymm. Dimethylbernsteinséure ware noch an eine CO,-Abspal- 
tung zu denken und damit Ubergang in Trimethylessigsaure, deren Ver- 
halten im Stoffwechsel nicht naher bekannt ist; sie darf wohl auch als 
unangreifbar gelten. Von diesen Uberlegungen aus wurden 15 g asymm. 
Dimethylbernsteinsaure an einen Hund verfiittert. Aus dem Harn lieBen 
sich 12,7 g = 84,7% roh, aber schon ziemlich rein, unverandert ge- 
winnen. -Dafiir, da auch die fliichtige Trimethylessigsiure anwesend 
war, haben sich keine Anhaltspunkte ergeben. Man kann also schlieBen, 
daB asymm. Dimethylbernsteinsiure den Tierkérper unverandert pas- 
siert; quartares Kohlenstoffatom ist nicht angreifbar. 

Im Schrifttum sind drei Darstellungsweisen angegeben: a) nach v. Au- 
wers?) durch Kondensation von Malonester mit a-Brom-iso-buttersiureester; 
sie ist mir nicht gelungen. b) Nach Higginbotham und Lapworth‘) durch 
Anlagerung von Blausiure an a-Cyan-/,/-dimethyl-acrylysiure-athylester und 
Verseifen des Reaktionsproduktes*); sie fiihrte mit guter Ausbeute zum Ziel. 
c) Nach Vorlinder und Gartner *) durch Oxydation von Dimedon mit Per- 
manganat. Ich erhielt nur rd. 1/, der angegebenen Ausbeute und konnte mir 
dann kein Dimedon mehr beschaffen. 

Fiir den Fiitterungsversuch standen daher zur Verfiigung: 1 g, hergestellt 
nach c), Schmp. 1836—137°. 5 Portionen von insgesamt 14,5 g, hergestellt nach 
b), Schmp. 136—140°, 137—139°, 133—124°, 134—135°, 136—137°. C- und 
H-Gehalt entsprachen den berechneten Werten. 

Fitterungsversuch: Hund Molly (16 kg) bekam in 2 Tagen 15 g asymm.- 
Dimethylbernsteinsiure neutralisiert ins Futter gemischt; sie wurden vollstindig 
und ohne besondere Schwierigkeiten genommen. Der Harn dieser 2 Tage und 
der Nachharn der beiden folgenden Tage wurden getrennt aufgearbeitet. Sie 
wurden schwach alkalisch auf einige ccm eingeengt, mit H,SO, kongosauer ge- 
macht und im Kutscher-Steudel-Apparat erschépfend rd. 100 Stdn. mit 


1) R. Emmrich, diese Z. 261, 61 (1939). 

2) Vorangehende Mitteilung. 

3) K. v. Auwers, Liebigs Ann. Chem. 292, 184 (1896). 

4) L. Higginbotham u. A. Lapworth, J. chem. Soc. London 121, 53 
(1922). 
5) §. F. Birch u. R. Kon, J. chem. Soc. London 123, 2440 (1932) u. 125, 


2528 (1924). 
&) D. Vorlander u. S. Gartner, Liebigs Ann. Chem. 304, 15 (1899). 
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Ather extrahiert. Der Hauptharn wurde in zwei Halften aufgearbeitet, erhalten 
wurden durch direkte Kristallisation aus Ather in der 





1. Halfte: 2. Halfte: 

I. 4,8807 g, Schmp. 125—140°. I. 4,1195 g, Schmp. 134—136°. 
II. 1,1377 g, Schmp. 128—134°. II. 1,1400 g, Schmp. 135—136°. 
III. 0,298 g, Schmp. 125—138°. III. 0,9772 g, Schmp. 134—136°. 

6,3164 g IV. 0.1460 g, Schmp. 115—125°. 
6,3832 g 


Nur jeweils die letzte Fraktion wurde dadurch erhalten, da8 die gesamten 
Mutterlaugen jeder Halfte nach Ansiuern mit Schwefelsiure solange mit Wasser- 
dampf destilliert wurden, bis keine sauren Bestandteile mehr iibergingen (v. Au- 
wers)*). Die in Wasser wenig lésliche asymm.-Dimethylbernsteinsiure kristalli- 
sierte aus. Insgesamt wurden so an Rohprodukt 12,70 g (84,7% des Einsatzes) 
wiedergewonnen. Eine Probe der vereinigten Rohprodukte wurde zur Analyse 
im Vakuum sublimiert und bei 56° getrocknet. Schmp. 137°. 

3,908 mg Sbsi.: 7,04 mg CO., 2,39 mg H,O, 0,020 mg Riickstand. 

Ber. C 49,29, H 6,90. 

Gef. C 49,12, H 6,84. 

Der Nachharn wurde in gleicher Weise aufgearbeitet. Die nicht kristallisierenden 
bei der Atherextraktion gewonnenen Riickstinde wurden mit Benzol ausge- 
kocht, in dem die gesuchte Saure in der Siedehitze léslich ist; es kristallisierte 
nichts aus, auch nicht aus Wasser nach Verjagen des Benzols. Aus dem in Benzol 
unléslichen Teil wurden 62 mg Kynurensiure erhalten. 

Im Nachharn war also die verfiitterte Siure nicht mehr oder héchstens in 
Spuren enthalten; sie hat demnach den Tierkérper rasch durchlaufen. 

Wo sind die fehlenden mehr als 2,3 g (15,0—12,7 g roh) der verfiitterten 
Saure geblieben ? 

1. Die gesamten Mutterlaugen des Nachharns wurden ebenfalls aus schwefel- 
saurer Lésung wasserdampfdestilliert. Es gingen anfangs ziemlich schnell saure 
Bestandteile iiber. Die Aufarbeitung muBte aus éuBeren Griinden abgebrochen 
werden. 

2. Die letzte Fraktion III der 1. Halfte des Hauptharnes (0,298 g) wurde 
aus einem Destillat von 650 ccm erhalten, zu dessen Neutralisation 736 ccm 
0,1-n.Lauge gebraucht worden waren. Auf ein Aquivalentgewicht von 73 berech- 
net, hitten 5,37 g Saure herauskommen sollen, erhalten wurden aber nur rd. 
5% der titrierten Siuremenge. Es erscheint unwahrscheinlich, da8 der Fehl- 
betrag auf Trimethylessigsiure zu beziehen ist (Léslichkeit in kaltem Wasser 
2,2%), die sich schon durch den Geruch hitte bemerkbar machen miissen. 
Kontrolldestillationen mit normalem Hundeharn sind aus duBeren Griinden 
unterblieben. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daB etwas Schwefelsiure mit 
ibergespritzt ist; v. Auwers schreibt Destillation aus stark schwefelsaurer L6- 
sung vor, die asymm.-Dimethylbernsteinsiure geht aber auch schon aus schwach 
schwefelsaurer Lésung bei der iiblichen Wasserdampfdestillation gut iiber. 


Zusammenfassung 


An den Hund in Mengen von 0,47 g/kg und Tag als Salz verfiitterte 
asymm. Dimethylbernsteinséure durchléuft den Tierkérper rasch und 
unverandert. 84,79, roh, nach Aussage der Schmelzpunkte aber schon 
ziemlich rein, wurden aus dem Harn zuriickgewonnen. Die asymm. 
Saure wird also noch schwerer verbrannt als die symm. Dimethylbern- 
steinsiure. Fiir eine Decarboxylierung mit Ubergang in Trimethyl- 
essigsdure fanden sich keine Anzeichen. 
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Versuche zur Sublimation der Bernsteinsaéure 
und verwandter Sauren 


Ein Beitrag zur Isolierung von Dicarbonsaéuren aus Harn 
von 
Ginther Weitzel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) 


Zur Isolierung der Bernsteinsaure (Bs) aus Harn wird bei dem 
von uns angegebenen Verfahren!) am Ende der Aufarbeitung das Bs- 
Anhydrid heraussublimiert. Auch bei unseren Versuchen mit zahlreichen 
Alkylbernsteinsauren sowie mit alkylierten Adipinsauren be- 
wahrte sich die Sublimation als Isolierungs- und Reinigungsmethode. 
AuBerdem war fiir uns das Verhalten der normalen héheren Homo- 
logen der Bs bei der Sublimation von Wichtigkeit. 

Fir praktische Zwecke kommt nur die Sublimation der Dicarbon- 
siure-Anh ydride in Frage, da die freien Sauren eine zu geringe Subli- 
mationsgeschwindigkeit besitzen. 

Die Sublimationsgeschwindigkeit ware zu definieren als die 
Anzahl Molekiile, die in der Zeiteinheit die Einheitsflache des Kristalls 
verlassen, abziiglich jener, die in ihn zuriickkehren. Weshalb die mono- 
molekularen Dicarbonséureanhydride so viel rascher sublimieren als die 
dazugehérigen freien Sauren, ist nicht sicher bekannt. Vermutlich wirkt 
sich hier die Assoziation der Carbonsaéuren hemmend aus. Uberhaupt ist 
die Frage nach Konstitution und Sublimierbarkeit organischer Verbin- 
dungen bisher nur wenig untersucht worden; man kann nur ganz allge- 
mein sagen, daB man bei Molekiilen, die sich der Kugelform nahern und 
nicht assoziierbar sind, leichte Sublimierbarkeit erwarten darf. Beispiele 
sind das Hexamethylathan?), das Pinakondibromid#), das Tetramethy]l- 
bernsteinsauredinitril*) und vor allem das Adamantan®). 

Neben der Sublimations-Geschwindigkeit ist die Sublimations- 
Temperatur wichtig. NaturgemaB ist es nicht méglich, fiir den Beginn 
der Sublimation eine scharf begrenzte Temperatur anzugeben; man kann 
aber diejenige Temperatur, bei der die Sublimation sichtbar wird, fir 
verschiedene Substanzen ceteris paribus festlegen. Auf diesen Zeitpunkt, 
d. h. also auf den Beginn des Aufitretens eines Beschlages im Subl.-Rohr 
unserer Apparatur, beziehen sich die im folgenden angegebenen Subl.- 
Temperaturen. Die Apparatur ist im Versuchsteil beschrieben. 


1) K. Thomas u. G. Weitzel, vorangehende Mitteilungen. 

2) L. Henry, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 142, 1075 (1906). Chem. Zbl. 
1906 II, 101, 748. 

3) A. Baeyer, Ber. dtsch. chem. Ges. 26, 2563 (1893); D. Pawlow, Liebigs 
Ann. Chem. 196, 124 (1879). 

4) J. Thiele u. K. Heuser, Liebigs Ann. Chem. 290, 39 (1896). 
5) V. Prelog u. R. Seiwerth, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1644, 1769 (1941). 
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Das Bs-Anhydrid ist monomer®) und 1aBt sich leicht quantitativ 
sublimieren, z. B. bei 2 mm aus einem Luftbad von 90° (Vers. 1—4). 
Das gleiche gilt fiir das Glutarsiureanhydrid, dessen Subl.-Temperatur 
um ca. 20° hoher liegt (Vers. 5). Dagegen 1aBt sich die n-Adipinsaure 
unter unseren Bedingungen als Anhydrid iiberhaupt nicht sublimieren, 
da sie kein monomolekulares Anhydrid bildet (Vers. 6). Dies gilt aber 
nicht fiir verzweigte Adipinsauren, denn diese sind zum intramolekularen 
RingschluB befahigt und sublimierbar (Vers. 7) ® * °°). Aus Gemischen 
von Bernstein- und Adipinsaure, in denen die Adipinsiure meist stark 
iiberwog, konnte daher das Bernsteinséureanhydrid fast vollstandig 
heraussublimiert werden, wenn auch in nicht ganz reiner Form (Vers. 8 
und 9). Auch aus einem Gemisch Bs-Sebacinsaure ]4Bt sich der gréBte 
Teil des Bs-Anhydrids heraussublimieren, wahrend Sebacinsaure zu- 
riickbleibt. Allerdings verlauft die Sublimation sehr langsam, vielleicht 
ist daran die Léslichkeit des Bs-Anhydrids im polymeren Sebacin- 
anhydrid schuld (Vers. 10). Fiir die homologe Reihe der Dicarbonséuren 
]éBt sich somit sagen, daB nur das Glutarsdureanhydrid in einem ahn- 
lichen Temperaturbereich sublimierbar ist wie das Bs-Anhydrid. Das 
stimmt iiberein mit der Beobachtung, daB nur diese beiden Anhydride 
monomolekular, alle hdheren n-Dicarbonsaéureanhydride aber zu langen 
Ketten oder vielleicht auch zu sehr groBen Ringen polymerisiert sind® !°), 
wenn sie langere Zeit bei hGherer Temperatur gehalten worden sind. 

Dagegen konnten wir feststellen, daB auch einige alkylierte Bs- 
Anhydride bei der Sublimatiqn sich fast ebenso verhalten wie das Bern- 
stein- und Glutarséureanhydrid. 

Tab. 1 zeigt die bei unseren Versuchsbedingungen ermittelten Subl.- 
Temperaturen der Bernsteinsaure und ihrer Mono-Alkyl-Deri- 
vate fiir die freien Saéuren und ihre Anhydride (Vers. 11—38). 


n-Bernsteinsiure: 132 — anhydrid: 90 
Methy]l- Rr : 11W — zs : 60—85 
Athyl- AS : 102 — ‘3 90 
n-Propyl- 3 : 88 — : 98 
n-Butyl- “5 : §2 Be : 105 
n-Hexyl- 55 : I — 56 : ES 
n-Heptyl- we >: 1% — <3 > J 
n-Octyl- a : 7232 — 6 126 
n-Nonyl- 5. : 92 — ne 130 
n-Decyl- : 99 — ae 136 
n-Undecyl- v5 : 108 — m 140 
n-Dodecyl- ‘i >: 115 — 53 : 147 
n-Tetradecyl- ag : 124 — % : 156 
n-Cetyl- $s : 132 — 5 : 162 


Tab. 1. Sublimations-Temperaturen in °C, simtlich bei 1—3 mm Hg. 


8) W. H. Carothers, J. Amer. chem. Soc. 51, 2553 (1929). 

7) K. Maurer, Angew. Chem. 54, 389 (1941). 

8) E. H. Farmer u. J. Kracovski, J. chem. Soc. [London] 1927, 680. 
®) K. Auwers u. V. Meyer, Ber. dtsch. chem. Ges. 23, 101 (1890). 

10) J. Hill, J. Amer. chem. Soc. 52, 4110 (1930). 
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Sublimationstemperaturen der Monoalkylbernstcinsiuren bzw. ihrer Anhydride 


Die Kurven zeigen den auch bei den Schmelzpunkten auftretenden 
anfinglichen Abfall mit folgendem Wiederanstieg, allerdings in verschie- 
dener Auspragung: Bei den Anhydriden hat das Athylderivat bereits 
wieder die gleiche Subl.-Temperatur wie das Bs-Anhydrid. Das Methy]- 
Bs-Anhydrid zeigte abweichendes Verhalten: Es war innerhalb weniger 
Grade nicht quantitativ zu sublimieren, in mehreren Versuchen muBte 
der Bereich von 60—85° herangezogen werden. Dagegen konnten alle 
héheren Alkylbernsteinsiureanhydride in engen Temperaturgrenzen 
(max. 10°) vollstandig sublimiert werden. Der Grund fiir die Ausnahme- 
stellung des Methylbernsteinséureanhydrids ist uns bisher unbekannt. 
_ Inallen Versuchen wurde am Ende der Sublimation das kristalline 
Sublimat durch Schmelzpunkt und Misch-Schmelzpunkt mit der Aus- 
gangsverbindung verglichen. In allen Fallen wurde die eingesetzte Sub- 
stanz zuriickgewonnen, auch bei den langkettigen Alkylbernsteinsauren 
kam es nicht zur Wasserabspaltung. 

SchlieBlich sei ein Modellversuch mit einem gereinigten Harnextrakt 
mitgeteilt. Es handelte sich um Hundeharn, der sicher keine Bernstein- 
saure enthielt. Er war der iiblichen Reinigung unterworfen worden 
(Vers. 39). Von der zugesetzten Bs wurden 99,4°% durch Sublimation 
wiedergewonnen. 


Versuchsieil 


Darstellung der Anhydride. 

2-stdg. Kochen der Dicarbonsaure mit einem groBen Uberschu8 von Essig- 
siureanhydrid, Acetylchlorid oder Thionylchlorid. Abdestillieren aller Neben- 
produkte im Vakuum. Das Anhydrid kristallisierte ganz oder teilweise im Kihl- 
schrank aus. Z. B. Bernsteinsiure-anhydrid: 300 mg Bs und 30 cem Essigsiure- 
anhydrid. 2 Stdn. Kochen u. R., Abdestillieren des Acetanhydrids bei 12 mm 
aus Wasserbad von 45—60°, wobei Bs-Anhydrid nicht mit iiberging. Denn eine 
zur Kontrolle durchgefiihrte Zersetzung des Destillates mit hei8em Wasser und 
nachfolgendem Abdampfen aus einer Schale auf dem Wasserbade lieferte keinen 
Riickstand. Der meist Glige Destillationsriickstand, der noch etwas Essigsiure- 
anhydrid enthielt, wurde in dem gleichen Kolben sublimiert. 





Sublimationsversuche (1) (n-Dicarbonsadureanhydride) 
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Die dabei benutzte Apparatur wurde so gestaltet, daB im Bedarfsfalle 
auch gréBere Mengen der betreffenden Substanzen (10 g und dariiber) aus Ex- 
trakten, Riickstinden, Schmieren usw. quantitativ heraussublimiert werden 
konnten. In einem aus einem Trockenofen hergestellten Luftbad befand sich 
ein Rundkolben (50—250 ccm), der durch seinen horizontal gerichteten Hals 
mit Normalschliff an ein seitlich auBerhalb des Bades befindliches Sublimations- 
rohr (Lange ca. 30 cm, @ 3—4 cm) angeschlossen war. Dieses besaB in der Mitte 
eine bauchige Erweiterung, die von auBen mit flie8endem Wasser gekiihlt wurde. 
Sie stellte die Schranke dar, welche das Sublimat nicht iiberschritt. Das horizon- 
tal eingespannte Sublimationsrohr hielt auf der einen Seite den angesetzten 
Rundkolben frei schwebend im Luftbad, auf der anderen war es ebenfalls mit 
Normalschliff iiber ein Zwischenstiick mit Hahn mit einer Olpumpe verbunden, 
die die Apparatur unter ein Vakuum von 1—4 mm setzte. Bei der Sublimation 
wurde die Temperatur im Luftbad langsam gesteigert, bis der Beginn am Auf- 
treten eines Beschlages im Rohr sichtbar wurde. Auf diesen Zeitpunkt beziehen 
sich die im folgenden angegebenen Sublimationstemperaturen. Man erhéhte dann 
die Temperatur des Bades noch langsam um ca. 10° und sublimierte zu Ende. 
Durch Auswechseln des Sublimationsrohres iiberzeugte man sich von der Voll- 
standigkeit der Sublimation. 


Arbeitsweise im Versuch 39 (siehe Sublimationsversuche III). 


5 | gewohnlicher Hundeharn wurden auf dem Wasserbade auf 800 ccm 
sepenee. mit H,SO, angesiuert (pH 4) und mit Ather extrahiert. Alkalische 
Zerkochung des Atherextraktes zur Ze Be Reno der Hippursiure, Wasserdampf- 
destillation zur Entfernung der Benzoesiure und anderer wasserdampffliichtiger 
Stoffe, nochmalige Atherextraktion. Von dem zweiten, gut getrockneten Ather- 
extrakt wurde 1 g entnommen und mit 0,9991 g Bernsteinsiure vermischt. Es 
folgte Veresterung mit 18 ccm absol. Athanol, 9 cem Toluol und 3 Tropfen konz. 
H,SO, nach der Methode von Mitchovich"), die eine quantitative Ver- 
esterung gestattet. Neutralisation der Schwefelsiure mit etwas festem, trocke- 
nem NaHCO, und Ausziehen des Gemisches mit 2 x 50ccm Petrolather, in dem 
Bernsteinsiurediathylester leicht léslich ist. Abdampfen des Petrolithers, Ge- 
wicht des Riickstandes: 1,8624 g. Verseifung des Esters mit methanol. KOH, 
Abdampfen des Methanols, Ansiuern mit konz. HCl, Abdestillieren des Wassers 
und der iberschiissigen HCl im Vakuum. Zusatz von 100 ccm Essigsaure- 
anhydrid zu dem gut getrockneten Kolbenriickstande, 2 Stdn. unter RiickfluB 
gekocht, Abdestillieren des Essigsiiureanhydrids und Sublimation. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Apparatur zur Vakuumsublimation beschrieben. Es 
werden Versuche zur Sublimation normaler und verzweigter Dicarbon- 
sduren oder der betreffenden Anhydride aus der Bernsteinsaurereihe 
mitgeteilt und besprochen. 

In den meisten Fallen erweist sich die Sublimation des Dicarbon- 
menneiaeidanmees als gut geeignete Isolierungs- und Reinigungsmethode. 


ny y, xT Mitchovich, Bull. Soc. chim. France (5) 4, 1661 (1937); Chem. 
Zbl. 1938 I, 2156. 





Be 





Bd. 282 (1947) B. Flaschentraiger und T. Hosoda 215 


Uber den Verbleib groBer Mengen zugefiihrter Bernsteinsdure 
im Tierkérper 
Von 
B. Flaschentrager und T. Hosoda (Kyoto) 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig 


(Experimentell abgeschlossen Juni 1928; der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1945) 


Uber die Durchlassigkeit intakter Zellwainde fiir organische 
Anionen ist wenig bekannt; und was dariiber gearbeitet worden ist, be- 
zieht sich vornehmlich auf einbasische Sauren als Modellsubstanzen wie 
Essigsiure, Propionsaure u. dgl., also nicht auf solche Sauren, die im 
Zwischenstoffwechsel wirklich auftreten, wenn man von Versuchen mit 
Milchséiure, den Hexosephosphorsaéuren, evtl. noch Citronensaure bei 
anderer Fragestellung absieht. Nahrstoffe miissen die Zellwainde per- 
meieren kénnen, sie sind aber im allgemeinen neutral oder amphoter. 
wie Zucker, Aminosauren, Fett, d. h. Triglyceride und die verschiedenen 
Lipoide; auch Alkohole wie Cholesterin, Glycerin dringen ein, letzteres 
sogar sehr gut. Denn pro Kilo und Tag setzt der Hund von ihm bei 
duodenaler Zufuhr 12 g restlos und vielleicht iiber Traubenzucker um!). 
Uns interessierte das Permeiervermégen der Bernsteinsaure, weil sie als 
Saure geniigend wasserléslich und doch auch ‘wieder so stark ist, daB 
der gr6Bte Teil von ihr in den K6rperfliissigkeiten als Salz vorliegt, und 
schlieBlich, weil sie eine zellvertraute Substanz ist, die innerhalb der 
meisten Zellen gut umgesetzt werden kann. Wir k6nnen also tber ihre 
Verteilung, ihren Verbleib im Tierkérper und die Geschwindigkeit ihres 
Umsatzes Auskunft erhalten, wenn wir groBe Mengen intravenés zu- 
fiihren. Zum Nachweis wahlten wir eine Methode, die fiir unsere Zwecke 
geniigend empfindlich ist und die naichsten Umsetzungsprodukte der 
Bernsteinsaure (Apfel- bis Citronensaure, Brenztraubensaure bis Trauben- 
zucker) nicht miterfaBt. Eine solche Methode hatten wir beim Suchen 
von Bernsteinséure im normalen Blut entwickelt?). Auf Grund von 
seither gewonnenen Erfahrungen lieB sie sich noch verbessern und ge- 
nauer gestalten *» +). Aber fiir die vorliegende Frage geniigte sie auch 
in ihrer alten Form. Bei der Oxydation mit Salpeterséure entsteht Bern- 
steinsdure aus Vorstufen wie a-Ketoglutarsaure; in Organextrakten ist 
von solcher und ahnlichen Vorstufen nicht viel vorhanden, auch nicht 
im Harn in stérender Menge bei unserer Versuchsanordnung, wo es die 
Bernsteinséure gramm- und nicht milligrammweise zu erfassen gilt. 

Von diesen Uberlegungen aus wurden 0,7 g/kg Bernsteinsaure - 


1) E. Strack u. K. Blum, Ber. Verh. sichs. Akad. Wiss. Leipzig, math.- 
physische KI. 84, 149, 168 (1932); E. Strack, Arztliche Forschg. 1, 171 (1947). 
2) B. Flaschentrager u. G. Lohr, diese Z. 174. 302 (1928). 
3) A. Verdino, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 22, 384 (1934). 
4) K. Thomas u. G. Weitzel, diese Z., vorangehende Mitteilungen. 
15* 
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als Natriumsalz — zwei Hunden, deren Wohlbefinden dadurch in keiner 
Weise gestért wurde, intravenés verabreicht und in kurzen Zeitabstanden 
Blut und Harn auf ihren Gehalt an Bernsteinséure untersucht. 14% Stdn. 
nach der Injektion war sie im Blut auf ¥ ihrer Anfangskonzentration 
abgesunken. Deshalb wurde die Hiindin II zu diesem Zeitpunkt durch 
KCN getétet, und der Bernsteinsduregehalt ihrer Organe bestimmt. 


Versuchsteil 


1. Bestandigkeit der Bernsteinsiure (fortan Bs) gegen viel konz. 
HNO, in Gegenwart des Atherauszugs der Organe und des Harns. 

a) 0,1038 g Bs + 1,1068 g Milchsiure werden mit konz. HNO, auf dem 
Wasserbade abgedampft. Oxalsiure als Ca-Salz ausgefallt, im Filtrat wieder 
gefundene Bs: gewichtsanalytisch 0,0924 g, titrimetrisch 0,0893 g = 86%. 

b) 10 ccm defibrin. Blut + 0,065 g Bs nach Schenck enteiweiBt, ins 
Filtrat H,S eingeleitet, eingeengt i. V., erschépfend 3 Tage mit Ather extrahiert, 
weitere Behandlung des Extraktes wie unter a), wobei die Entfernung von Oxal- 
sdiure als unn6tig unterblieb; wiedergefunden gewichtsanalytisch 0,0604 g und 
titrimetrisch 0,053 g = 83% Bs. 

2. Isolierung der Bs aus den Organen. 

Sofort nach der Tétung wurde jedes Organ gewogen und in kochendes 
Wasser gebracht; dann mit der Schere zerkleinert und mit Wasser zweimal je 
¥, Stde. ausgekocht. Nach Abtrennen des Kochwassers, das eingedampft weiter 
verarbeitet wurde, wurde das Organ auf dem Wasserbad getrocknet, 1 Stde. 
mit Ather ausgekocht und dann das so ganz getrocknete Organ in der Pulver- 
miihle zerrieben. Knochen und restliche Fleischteile wurden erst nach dem 
Kochen getrennt = Fleischpulver; Rest = Peritoneum, Peritoneal-Lymphdrii- 
sen, Thymus, Thyreoidea. Die auf dem Wasserbad getrockneten Knochen 
wurden zunichst in groBer Reibschale zerkleinert und auch erst nach der Ather- 
extraktion zermahlen. Im Verlaufe der weiteren Organaufarbeitung wurden 
mehrere Wasserdekokte, Atherextrakte davon und Wasserextrakte der Ather- 
riickstinde hergestellt. Etwaige Kristalle dieser Wasserextrakte wurden abge- 
trennt und aus Wasser umkristallisiert, die Mutterlauge mit dem Filtrat ver- 
einigt, eingeengt und mit 2 Tln. konz. HNO, oxydiert. Der Oxydationsriickstand 
wurde gewogen und mit 0,01-n. oder 0,1-n. Lauge titriert. Zur Identifizierung 
immer ideue., Misch-Schmp. und Pyrrol-Reaktion. 


3. Hund I. 20,2 kg. 14 g Bs = 0,7 g/kg in 100 ccm Lésung als Na-Salz 
innerhalb von 5 Min. i. v. injiziert. Zur Analyse kamen 10 ccm defibriniertes 
Blut sowie die gesamte Harnmenge. Die in ( ) gesetzte Zahl bedeutet das Gewicht 
des Riickstandes nach Oxydation mit HNO,. 


Tab: i. 


Blut Harn 





Zeit nach 
Beendigung der} Bs mg gefunden Zeitdauer Bs g gefunden 
Injektion in min 








10 (11,0) 10,3 Vorperiode 0 

30) (13,7) 11,0 5 Min. 1,0585 

90 (3,7) 2,7 90 Min. 1,4582 
24 Stdn. 0 
2.—4. Tag 0 
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Hiindin II. 24,8 kg. 17,5 g Bs = 0,7 g/kg als Na-Salz in 100 com Lésung 



































innerhalb 5 Min. intravenés injiziert; nach 114 Stdn. getétet. + — Bs anwesend 
allein auf Grund der Pyrrolreaktion. S. Tab. 2. 
T ab. 2 
Wasser- Bernsteinsiiure 
. Organ frisch g Organ- Bin % im 
pulver 8 Atherex- gef. g Organ- 
traktes g pulver 
Harn ee pees ees 1,6611 : 
Blut. 10 ccm 0,0069 0,69 
Blut in der Bauc hhohle e 10 cem 0,0102 1,02 
(Gesamtblut) . . . (ber. 
2000 cem) (1,38) 
HOIST, 6) ide Qh % 770 210 [IB 0,1665 0,7 
Le a a a 178 21 0,3 0,0473 2,4 
Pe, a oS ee 272 56 0,2 0,0160 0,28 
Lunge , : 437 92 0,37 0,0765 0,88 
Magen und Darm 3 960 156 0,4 0,0342 0,22 
Reste . . s « « fT 605 80 0,6 0,013] 0,16 
Skelettmuskel . . . | 958 245 3,7 0,2104 0,83 
Fleischpulver . . 2139 2,5 0,155 0,07 
(Gesamte Muskulatur) | (4960) (1,05) 
Galle und Gallenblase. | 49 10 0,0355 ! 
MN a) Se ee 65 8 
Uterus. . 73 1] 
Gehirn u. Riickenmark 100 20 
Haut .. oo te 436 
Knochenmark sme es 0.0085 
Im ganzen Tier ohne Harn 2,782 

















Besprechung der Versuchsergebnisse 


1. Bernsteinsdure dringt in die Zellen ein und wird dort abgebaut 
bzw. umgewandelt: nimmt man den gesamten — intra- und extra- 
zellularen — Wassergehalt des Tieres zu 2/,, den extrazellularen allein — 
Blut und Gewebelymphe — zu 2/, des Lebendgewichtes an, so ergeben 
ich die folgenden Zahlenwerte : 


Tab. 3: 








Hund 1 Hiindin 11 | 
K6rpergewicht kg 20,2 24,8 
Gesamtwassergehalt kg 13,4 16,5 
Extrazellulirer Wassergeh. kg . 6 GA 











Bei Hund I waren nach 5 Min. im Harn schon 1,06 g = 7,6% der 
zugefiihrten Menge ausgeschieden. Da 14,0 g injiziert worden sind, ist 
also nach dem Verbleib von 13 g zu suchen. Haben sie sich einigermaBen 
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gleichmaBig im ganzen Korper verteilt, so waren sie in 13,4 kg Wasser 
gelést, also zu rd. 0,1% vorhanden. Im zirkulierenden Blut wurden 
5 Min. nach AbschluB der Injektion 0,103°%, gefunden, also zufallig die 
erwartete Menge. Waren sie extrazellular geblieben, so ware im Blut 
eine Konzentration von 0,217°%, zu erwarten gewesen. Noch nach ¥ Stde. 
war die Konzentration im Blut ungefahr dieselbe; da anzunehmen ist, 
daB in der Zwischenzeit Bernsteinsiure in den Zellen verarbeitet worden 
ist, muB sie aus einem ,,Depot‘‘ immer wieder ins Blut nachgefiillt worden 
sein. Nach 1144 Stdn. betrug ihre Konzentration im Blut 0,027%, sie 
lag also immer noch wesentlich héher als normal (6 y/ecm = 0,0006%, )5). 
Inzwischen sind im Harn weitere 1,46 g = 10,4°% der zugefiihrten Bern- 
steinséure ausgeschieden worden. Von ihr sind also noch 14,00 — (1,06 +- 
1,46) = 11,48 g ,,vorhanden‘‘. Daraus berechnet sich fiir die extra- 
zellulire Fliissigkeit allein eine Konzentration von 0,191%, fiir die ge- 
samte Fliissigkeit des Tierkérpers eine solche von 0,09% ; die beobachtete 
ist noch wesentlich geringer. Dies erklart sich natiirlich daraus, daB in 
der Zwischenzeit: Bernsteinséure in den Zellen abgebaut oder umge- 
wandelt worden ist. Diese Menge la8t sich annihernd berechnen: nimmt 
man wieder an, daB die Konzentration in der gesamten extra- + intra- 
zellularen Fliissigkeit derjenigen des zirkulierenden Blutes gleich ist, 
so ,,kreisen“‘ im Kérper nach 114 Stdn. 0,027 x 1384 = 3,62 g. Ver- 
schwunden sind also innerhalb 1 Stde. von der 4 bis 114 Stdn. nach der 
Injektion 11,48 — 3,62 g = 7,82 g oder 0,391 g/kg/Stde. 

Die gleiche Uberlegung bei Hiindin II fiihrt zu den folgenden 
Zahlenwerten: 114 Stdn. nach der Injektion beim Tod des Tieres waren 
im Blasenharn 1,66 g = 9,5°%, mithin noch im Ko6rper .,vorhanden‘ 
17,50 — 1,66 = 15,84 g. Bei gestoppter Umwandlung und gleichmaBiger 
Verteilung hatten diese eine Konzentration von 15,84 : 16,4 = 0,096%, 
ergeben, bei alleiniger extrazellulirer Verteilung eine solche von 15,84: 
7,1 = 0,222%. Gefunden wurde im Bauchhoéhlenblut 0,102°, im zirku- 
lierenden Blut 0,069°,, also Werte, die wiederum fiir ein Eindringen der 
Bernsteinsaure in die Zellen sprechen. Man hat aber auch noch die Zer- 
st6rung der Bernsteinséure in den Zellen wabrend dieser 144 Stdn. zu 
beriicksichtigen. Wenn wir dafiir die bei Hund I erhaltene GréBe ein- 
setzen, so hatten 0,391 x 24,8 x 1,5 = 14,54 g zersetzt werden kénnen, 
also ungefahr die ganze zugefiihrte und nicht wieder ausgeschiedene 
Menge. Legt man der Berechnung aber die gefundene Blutkonzentration 
zugrunde, so waren nach 114 Stdn. noch vorhanden gewesen 0,069 x 
16,5 = 11,37 g bei gleichmaBiger Verteilung in der gesamten Ko6rper- 
fliissigkeit, also ein unwahrscheinlicher Wert oder 0,069 x 71 = 6,10 g 
unter der Annahme, daB jetzt die in die Zellen eingedrungene Bernstein- 
saure dort véllig verarbeitet worden ist, die Konzentration dort also 0 
betragt. 

2. In Wirklichkeit wurden nur 2,78(2) g in sémtlichen Organen 





5) T. Thunberg, Acta med. scand. Suppl. 90, 122 (1938). 
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wiedergefunden, also etwa die Halfte der berechneten Menge. Denn 
beriicksichtigt man, daB bei der Analyse nur rd. 85°%, der angesetzten 
Menge zuriickgewonnen werden, so kann man die noch vorhandene 
Menge auf ca. 3,3 g veranschlagen oder mit anderen Worten: der Um- 
satz wird bei héherem Angebot gréBer, nach 1144 Stdn. ist die Bern- 
steinséure aber nicht mehr gleichmaBig verteilt, ihre Konzentration im 
zirkulierenden Blut ist kein Ma8 mehr fiir die gesamte zirkulierende 
Menge; sie wird anscheinend von Depotstellen dem Blut immer wieder 
zum Transport an Orte zugefiihrt, wo sie weiter umgeformt werden 
soll. Daher ist dort ihre gegeniiber der Norm immer noch hundertmal 
hdhere Konzentration zu finden. , 
3. Nach den Organanalysen speichert nur die Niere Bernsteinsaure, 
wie das auch fiir die Harnséure von Folin und Mitarbb.*) beobachtet 
wurde; ob fiir die Ausscheidung oder zur spateren Verteilung laBt sich 
mit unserer Versuchsanordnung fiir die Bernsteinsaure natiirlich nicht 
entscheiden. Auffallend bleibt der hohe Gehalt der Lunge an Bernstein- 
sdure, der sich aber aus ihrem groBen Reichtum an zirkulierendem Blut 
erklart, dessen Gehalt ja auch nach 114Stdn. noch auffallend hoch ge- 
funden wurde. Der Bernsteinséuregehalt der Muskulatur besteht aus 
dem des Blutes und evtl. aufgenommener sowie aus dem endogen schon 
vorhandenen; er ist nicht so hoch gefunden worden, da8 man an eine 
besonders wirksame Speicherfunktion der Muskulatur zu denken braucht. 
4. Ganz anders wie die Bernsteinsaure verhalten sich ihre héheren 
Homologen von der Adipinsaéure an aufwarts bis zur Nonandicarbon- 
siure’). Wahrend von ersterer bei Hund I in 114 Stdn. 18°, der zuge- 
fiihrten Menge und dann nichts mehr von ihr ausgeschieden wurde, 
bei Hiindin IT in 1144 Stdn. 9,5°/,, werden von diesen in 24 Stdn. unge- 
fahr ®/, wieder unverandert im Harn gefunden, weitgehend unabhangig 
von der zugefiihrten Menge, und bei gréBerer Zufuhr (0,1—0,13 g/kg 
u. Tag) auch noch Reste im Harn des folgenden Tages®*: %: !°: 11), Dies 
spricht alles dafiir, daB sie sehr viel schlechter von der Zelle aufgenom- 
men werden und dadurch in hédherem Ausmaf der Niere zur Ausschei- 
dung angeboten bleiben. Sie bleiben drauBen, vielleicht weil sie die 
Zellwand nicht so gut permeieren kénnen wie die Bernsteinsaure, viel- 
leicht aber auch, weil sie zwar gut hinein-, ebensogut aber auch heraus- 
diffundieren, und weil ihre Umwandlung innerhalb der Zelle nicht in 
dem gleich groBen Umfang eintritt wie bei der Bernsteinséure und daher 


6) O. Folin, H. Berglund u. C. Derick, J. biol. Chemistry 60, 361 (1924). 

7) G. Weitzel, diese Z., vorangehende Mitteilung. 

8) R. Emmrich u. E. Héhne, Ber. Verh. sichs. Akad. Wiss. Leipzig, 
math.-physische KI. 92, 3 (1940). 

®) G. Weitzel, Ber. Verh. siichs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-physische K]. 
93, 9 (1941). 

10) G. Klemm, Ber. Verh. siichs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-physische K1. 


95, 37 (1943). 
1) A. Enders, Naunyn-Schniedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 


197, 597 (1941). 
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kein Gefalle nach dem Zellinneren zu immer wieder neu entsteht. Auch 
die Bernsteinsaure permeiert durch manche Zellmembrane recht schwer, 
z. B. der Hefe. Erst wenn die Wand durch wiederholtes Gefrierenlassen 
und Wiederauftauen gesprengt ist, wird aus einer Lésung hundertmal 
mehr veratmet als dies die ungeschadigte Hefe tun kann!2). An den 
isolierten Zellen von Mikroorganismen lassen sich solche Verhiltnisse 
libersichtlicher und einfacher studieren als an den Geweben héherer 
Organismen; dort sind daher Unterschiede in der UmsatzgréBe unter 





sonst genau vergleichbaren Bedingungen schon gemessen worden. Nach 
W. Franke!) ,,k6nnte es durchaus so sein, daB aus Permeabilitats- 


griinden die Umsetzungsgeschwindigkeiten zugesetzter zweibasischer 


Sauren keine Aussage erlauben iiber das ReaktionsausmaB der gleichen 
Substrate in der Zelle“, ein Gesichtspunkt, der dem Tierphysiologen 
und Pharmakologen schon lingst geliufig ist, aber nur in qualitativer 
Hinsicht. 


#2) F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 539, 1 (1939). 
13) W. Franke, Chemie 56, 73 (1943). 


Zur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren mit 
ungerader Kohlenstoff-Atomzahl 


7. Mitteilung ') 


Von 
Hans Appel, Hans Bohm, Werner Keil und Georg Schiller 
Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der I. G. Farbenindustrie A.G. Ludwigshafen a. Rh. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1945) 


Vorlaufige Mitteilung tiber Eigenschaften, Haltbarkeit, 
Physiologie und Toxikologie synthetischer Fette aus Paraf- 
finfettsauren. 


Die Herstellung synthetischer Fette aus Paraffinfettsiuren wurde 
seit 1937 in der I. G. Farbenindustrie A.G. in erhéhtem MaBe wieder 
bearbeitet, nachdem es nach langer Arbeit seit 1921 daselbst gelungen 
war, einwandfreie Fettsiuren durch Oxydation von Paraffin darzu- 
stellen?). Schon 1928 wurde cin synthetisches Fett aus Paraffinfett- 


1) W. Keil, H. Appel u. G. Berger, Zur Kenntnis der Fette aus Fett- 
siuren mit ungerader Kohlenstoffatomzah!, Vorl. Mitt., diese Z. 257, 1 (1938); 
H. Appel, G. Berger, H. Bohm, W. Keil u. G. Schiller, 2. Mitt., diese Z. 
266, 158 (1940); W. Keil, 3. Mitt., diese Z. 274. 175 (1942); H. Appel, H. Bohm, 
W. Keilu. G. Schiller, 4. Mitt., diese Z. 274, 186 (1942); W. Keil, 5. Mitt., 
diese Z. 276, 26 (1942); W. Keil u. G. Schiller, Nachtrag zur 3., 4. u. 5. Mitt., 
diese Z. 282, 135 (1947); W. Keil, 6. Mitt., diese Z. 282, 137 (1947). 

2) G. Wietzel, Angew. Chem. 51, 521 (1938); G. Wietzel, Seifen u. 
Fette 46, 21 (1939). 
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siuren von R. Robl (unveroff.) dargestellt, das zwar noch nicht den 
Anforderungen eines guten Speisefettes entsprach, aber immerhin die 
Méglichkeit zur Gewinnung eines solchen schon klar abzeichnete. Zur 
Darstellung von synthetischen Fetten standen uns drei verschiedene 
Paraffinfettsiuren in gréBeren Mengen zur Verfiigung. Solche aus 
Riebeck-Paraffin (aus Braunkohlenschwelteer), aus Tieftemperatur- 
hydrierungs-Paraffin (TTH-Paraffin, ebenfalls aus Braunkohle, aber 
durch milde Hydrierung gewonnen) und aus dem synthetischen Weich- 
paraffin des Fischer-Tropsch-Verfahrens (Fischer-Gatsch). 


Eigenschaften und Haltbarkeit der synthetischen Fette. 


Wir haben aus allen drei Paraffinfettsiiuren Versuchsfette dargestellt und 
auf ihre Haltbarkeit, ihre Vertriglichkeit, ihr Verhalten im Stoffwechsel sowie 
auf ihre etwaige Giftigkeit in Tier- und Menschenversuchen gepriift. Die aus 
Paraffinfettsiuren und Glycerin gewonnenen Fette bilden entweder lige Fliissig- 
keiten oder feste Fette von der Konsistenz des Ginsefettes bis zu der des Hammel- 
talges. Die Konsistenz ist direkt abhingig von der durchschnittlichen Ketten- 
linge der verwendeten Fettsiuren, da ja Olsiure, Linol- und Linolensiure in 
den Paraffinfettsiuren nicht vorkommen. Beeinflu8t wird ferner noch die Kon- 
sistenz durch einen gréBeren Gehalt an verzweigtkettigen Fettsiuren, so daB 
z. B. bei gleicher Kettenlinge ,,Fischer-Fett* infolge seines gréBeren Ge- 
haltes an verzweigten Fettsiuren, immer weicher ist als ,,Riebeck‘- oder 
»tTH-Fett. Die gut raffinierten synthetischen Fette sind véllig geschmack- 
und geruchlos. Die Farbe der Fette ist weiB bis briunlich-gelb, geschmolzen 
sind sie in der Durchsicht ebenso, die Extinktionskurve ist ganz unspezifisch, 
die Bleichung mit Adsorptionsmitteln ist weniger wirksam als bei Naturfetten. 
Die synthetischen Fette werden nur schwer ranzig (B). Von den vielen Faktoren, 
die Fettverderbnis bedingen kénnen, wurden nur die drei wichtigsten, Luft, 
Licht und Schimmelpilze in ihrer Wirkung geprift. Verfolgt wurde die Fett- 
verderbnis mittels der Peroxydzakl nach Lea*), der Aldehydprobe nach Fel- 
lenberg*.5), der Epihydrinaldehydprobe nach Kreis®), der Methylketonprobe 
nach Tiufel-Thaler 7’), der Diphenylearbacidprobe nach Stamm-Kor- 
paczy®®) und der Geschmacksprobe. Zur Abkiirzung der Versuchsdauer lieB 
man Sauerstoff bei 100° © in einer Glasfrittenapparatur auf die synthetischen 
Fette einwirken, als Vergleichsfett> dienten Schweinefett und Rindertalg. Nach 
3-stdg. Einwirkung ist die Lea-Zahl bei Schweinefett von 1,5 auf 138 gestiegen, 
alle anderen Proben sind stark positiv, der Geschmack ist genu8unfihig ranzig 
geworden. Bei synthetischem Fett (,,Riebeck", ,,Fischer™, ,,TTH*) stieg die 
Lea-Zahl von 0,4 auf 1,8, die Fellenberg-Probe ist positiv und die Stamm- 
Korpaczy-Probe?®) ist stirker positiv geworden, die iibrigen Proben sind noch 


3) K. Taufel u. Seu&B, Fettchem. Umschau 41, 131 (1934). 

4) Th. von Fellenberg, Mitt. Lebensmittelunters. u. Hygiene 15. Bd., 
198 (1924). 

5) H. SchmalfuB, Vorratspflege u. Lebensmittelforschung 1, 102 (1938). 

6) K. Taufel, Z. Unters. Lebensmittel 67, 268 (1934); 72, 287 (1936). 

7) K. Taufel, H. Thaler, Z. Unters. Lebensmittel 74, 119 (1937). 

8) E. Glimm, L. Kludzinski u. H. Fleischhauer, Fette u. Seifen 45, 
496 (1938). 

®) St. Korpaczy, Z. Unters. Lebensmittel 67, 75 (1934). 

10) Die Reaktion nach Stamm-Korpaczy mit Diphenylcarbacid in Tetra- 
chloréthan tritt bei allen synthetischen Fetten ein, auch bei solchen, die gut 
gereinigt sind; sie besagt somit nichts iiber ihre Qualitat. 
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negativ!!), Geruch und Geschmack sind schwach verandert nach ,,Paraffin- 
oxydation“, das Fett ist aber noch genieBbar. Zur Priifung des Einflusses von 
Luft und Licht wurden die Fette in diinner Schicht im Abstand von 30 cm 
mit der Quecksilberdampflampe (97 V, 2,9 A) bei 25° C bestrahlt. Bei Schweine- 
fett stieg die Lea-Zahl in 3 Stdn. von 1,4 auf 32, alle Proben wurden stark 
positiv (im Verhaltnis zum O,-Versuch besonders stark die Kreis-Probe), der 
Geschmack ging nach talgig-ranzig, das Fett war aber noch genieBbar. Beim 
Synthesefett stieg die Lea-Zahl in derselben Zeit von 0,7 auf 4,2 (also héher 
als beim O,-Versuch), die Fellenberg-Probe wurde positiv, die Reaktion 
nach Stamm-Korpaczy?®) starker, der ,, Paraffinoxydationsgeschmack“ trat 
schwach auf. 


Das Verhalten von Schimmelpilzen gegen Fett interessiert beson- 
ders dann, wenn diese Fette zu Margarine verarbeitet werden sollen. 
Die Schimmelpilze verursachen bei Fetten mit niederen Fettsdiuren 
(Butter, Cocosfett), die gefiirchtete Parfiimranzigkeit, die durch die 
Ketonprobe nach Taufel-Thaler erfaBt wird. Im Gegensatz zu Luft- 
sauerstoff- und Lichtschaden, die erst nach langerer Einwirkung Ranzig- 
keit verursachen, tritt diese schon nach 1—2 Tagen auf und verhindert 
die GenuBfahigkeit. Gepriift wurde mit Aspergillus niger und Peni- 
cillium glaucum (B). Sieben Tage alte Kulturen auf Pepton-Fleisch- 
Wasseragar wurden mit steriler Magermilch abgeschwemmt (300ccm auf 
16 qem, py 6,7), 18,2 ccm Fett von 50° C mit 3 cem der Keimaufschwem- 
mung durch Schiitteln emulgiert, in gekiihlte Petrischalen ausgegossen 
und bei 25°C bebriitet. Das Verhaltnis Fett zu Nahrfliissigkeit ist dasselbe 
wie in Butter und Margarine; zu Vergleichszwecken dienten Cocosfett, 
Schweinefett und Rindertalg. Die Synthesefette (Kettenlange der Fett- 
sduren C,—C,,) waren nach 2 Tagen parfiimranzig ohne starkeres 
Schimmelwachstum, das auch in 3—4 Wochen gering blieb. Das Cocos- 
fett wurde sehr stark parfiimranzig mit spiterem starkem Schimmel- 
pilzbewuchs. Schweinefett und Rindertalg zeigten starken Bewuchs, 
wurden aber nicht parfiimranzig, sondern ,,alt‘‘ mit schimmeligem Ge- 
schmack. In den synthetischen Fetten sind daher Hemmstoffe unbe- 
kannter Natur (Fettaldehyde oder verzweigte Fettsauren ?) fiir Schim- 
melpilzwachstum vorhanden. Die Parfiimranzigkeit tritt bei starker 
Einsaat an Schimmelpilzen natiirlich als Fermentreaktion trotzdem 
ein, nur nicht so stark wie bei natiirlichen Fetten, bei denen sich die 
Schimmelpilzeinsaat auch noch durch Wachstum vermehrt. 


Physiologie und Toxikoiogie der synthetischen Fette. 


Die Resorption der synthetischen Fette ist wie bei natiirlichen Fet- 
ten weitgehend vom Schmelzpunkt abhangig, der fiir gute Resorption 
nicht tiber Korpertemperatur liegen darf. Von Lipase werden sie wie 
natiirliche Fette gespalten. So wurden synthetische Fette, die mit 
Lecithin emulgiert waren, von Pankreaslipase genau so gespalten wie 


1) Die Kreis-Probe auf Epihydrinaldehyd kann nur positiv werden 
bei Gegenwart von Olsiure, die ja in synthetischem Fett fehlt. 
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ebenso behandelter Rindertalg oder Schweinefett'*), Glykol- oder 
Erythritester dagegen erheblich schlechter (A). Synthetische Fette 
senken nach Verfiitterung bei Ratten und Hunden den Respiratorischen 
Quotienten (R.Q.) wie Naturfette (K). Dieser Frage wurde besondere 
Aufmerksamkeit gewidmet, da von Skraup, Strieck und Schorn*) 
behauptet worden ist, daB gesattigte Fette den R.Q. nur in Gegenwart 
ungesattigter Fette zu senken verméchten. Hierbei sollen Fette aus 
ungeradzahligen Fettséuren noch weniger wirksam sein als Fette aus 
gesattigten geradzahligen Fettséuren. In der 2. Mitteilung!) fanden wir 
bei reinen Triglyceriden sowohl geradzahliger, wie ungeradzahliger, ge- 
sattigter Fettsiuren die gleiche Senkung des R.Q. Synthetische Fette 
aus Paraffinfettsiuren senken den R.Q. ebenso, und zwar ohne Zusatz 
ungesattigter Fette. Aus der Vielzahl der Versuche sei der folgende 
herausgegriffen : 

















.Q. 2 Stdn. 
| Fettart Menge (geschmolzen mit | R.Q. vor - — 7 
| : Schlundsonde verabfolgt) | Fettgabe Fettgabe 
} 

| Butterfett . . . 1,5 g pro 100 g Ratte 0,98 0,76 

| Rindertalg . 1,5 g pro 100 g Ratte 0,86 0,72 

| Synthet. Fett aus 

| Riebeck- 

| Paraffinfettsiure 1,5 g pro 100 g Ratte 0,89 0.74 








Tab. 1 (K). Senkung des R.Q. durch natiirliches und durch synthetisches Fett. 


Da bei kurz dauernden Fiitterungsversuchen an Tieren (Mausen. 
Ratten, Katzen, Hunden, Schweinen, Ziegen und Kalbern) keinerlei 
Schadigungen beobachtet wurden, leitete unsere weiteren Untersuchun- 
gen folgender Gedankengang: Die auch in natiirlichen Fetten vorkom- 
menden Bestandteile des synthetischen Fettes miissen sich auch wie diese 
verhalten, es ist also das Hauptaugenmerk auf die in natiirlichen Fet- 
ten nicht vorkommenden Stoffe zu richten. Diese sind: 1. Fettsaéuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl. 2. Verzweigtkettige Fettsauren. 
3. Héher oxydierte Saiuren. 4. Das Unverseifbare. Alle diese Bestand- 
teile kommen zwangslaufig in Paraffinfettsiuren vor, sowoh] aus Braun- 
kohlenparaffinen oder aus synthetischem Paraffin’). 5. Ferner ist zu 


12) Zum gleichen Ergebnis kamen fiir Fette aus niederen synthetischen 
Fettsiuren auch H. Krauth, A. Weischer u. R. Hiigel, Biochem. Z. 316, 
96 (1944). Uber Serumlipasegehalt nach Genu8 synthetischer Fette vgl. G. Ka- 
belitz, Biochem. Z. 316, 409 (1944). 

13) §. Skraup, F. Strieck u. J. Schorn, diese Z. 259, 1 (1939). 

144) Die von O. FléBner [Z. Ernahr. 8, 90 (1943)| geiuBerte Ansicht, daB 
diese Beimischungen von vornherein abzulehnen seien, beruht auf einer voélligen 
Verkennung der technischen Méglichkeiten der Paraffinoxydation. Der von 
Fl6Bner als einziges Ausgangsmaterial fiir synthetische Fette anerkannte 
.,Fischer-Gatsch** enthilt sogar erheblich mehr verzweigte Paraffine als die 
Braunkohlenparaffine. Die daraus hergestellten Fettsiuren enthalten dement- 
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priifen, wie sich das Fehlen von in natiirlichen Fetten vorkommenden 
Stoffen auswirkt, die in den synthetischen nicht vorkommen (z. B. 
Olsiure, Linolsaure u. a.). 4 


Ungeradzahlige Fettsauren. 


Nach unseren Befunden werden Mischglyceride aus ungeradzah- 
ligen Fettsiuren im tierischen Organismus wie natiirliche Fette im Ver- 
dauungstraktus gespalten, resorbiert*), verbrannt, ja sogar im Depot- 
fett abgelagert?*) und im Hungerzustand wieder mobilisiert. Diacidurie 
und Resorption am Menschen wurden von Emmerich und Nebe?’) 
im Thomasschen Institut untersucht. Auch hierbei zeigte sich kein 
Unterschied zwischen geradzahligen und ungeradzahligen Fettsauren. 
Inzwischen wurde noch festgestellt (B), daB nach Verfiitterung von 
Glyceriden ungeradzahliger, gesattigter Fettséuren im Depotfett der 
Versuchstiere sogar ungesattigte Fettsiuren ungerader Kohlenstoff- 
atomzah] mit der Doppelbindung in 9—10-Stellung auftreten. Der 
Korper vermag also ungeradzahlige gesattigte Fettsiuren zu dehydrieren. 
Diese Fahigkeit wurde nachgewiesen fiir die Kettenlingen C,,—C,, 
und durchlauft bei der Kettenlinge C,, ein stark ausgepragtes Maxi- 
mum. So sind z. B. im Ziegendepotfett nach Verfiitterung von gesattig- 
tem synthetischem Fett bei der Kettenlinge C,, = 0,15%, C,, = 
0,45%, Cys = 0,382%, Cig = 2,2%, Cyr = 58%, Cig = 168%, 
Ci, = 3,6% in Form der Olsiurehomologen vorhanden. Wenn der 
Korper aber sogar kérperfremde, ungeradzahlige gesattigte Fettsauren 
in ungesattigte umzuwandeln vermag, so gilt dies umsomehr fiir die 
geradzahligen, gesattigten Fettsiuren. Deshalb kommen nach unserer 
Erfahrung auch die niederen Olsiurehomologen in allen Depotfetten 
des Warmbliiters vor, wenn auch, wie obige Zahlen zeigen, nur in sehr 
geringer Menge. 

Wie ein Vergleich der Raman-Spektren des Heptadecensiiuremethylesters 
mit dem des Olsiuremethylesters ergab, ist die Ubereinstimmung nicht nur 
nach der Lage der Doppelbindung in 9—10-Stellung gleich, was durch Ozon- 


sprechend ebenfalls mehr verzweigte Fettsiuren und im ibrigen dieselben 
Nebenprodukte (héher oxydierte Siuren und Unverseifbares). Auch Ring- 
verbindungen sind in kleiner Menge darin nicht ausgeschlossen, haben doch 
J. Goubeau u. E. Lell [Brennstoffchemie 23, 5 (1942)] im Fischer-Tropsch- 
Benzin Cyclohexan auf ramanspektroskopischem Wege in kleiner Menge nach- 
gewiesen. Das synthetisch aus Kohlenoxyd und Wasserstoff erzeugte Weich- 
paraffin ist nur wegen des Fehlens von oxydationshemmenden Stoffen (Schwefel- 
freiheit) und geeigneter Kettenlinge ein besonders giinstiger Rohstoff, auch ist 
es in beliebiger Menge herstellbar; es besteht auch die Méglichkeit, durch ge- 
eignete Arbeitsbedingungen bei der Paraffinsynthese den Anteil an gerad- 
kettigen Kohlenwasserstoffen erheblich zu erhéhen. 

15) Langsamere Resorption glauben H. J. Deuel jun. u. L. Hallmann, 
Nutrition 20, 227 (1940), zit. nach Chem. Zbl. 1941 I, 664, gefunden zu haben. 

16) Vgl. dagegen den negativen Befund von A. Hock, Z. Ernihr. 6, 278 
(1941); Z. ges. exp. Med. 118, 245 (1943) und unsere Kritik dazu (4. Mitt. S. 200). 

17) R. Emmrich u. E. Nebe, diese Z. 266, 174 (1940). 
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spaltung bewiesen wurde, sondern auch konfigurativ. Beide weisen die fiir cis- 
Verbindungen charakteristische starke Raman-Linie 1658 (4) auf (Goubeau 
u. Lell'4)). Der zum Vergleich aufgenommene Elaidinsiuremethylester zeigt die 
fiir trans-Verbindungen charakteristische Linie 1673 (5) (Schulz-Lieseberg 
u. B.). Die physikalischen Eigenschaften der reinen Heptadecensiiure sowie ihres 
Methylesters sind von denen der Olsaure bzw. ihres Esters nur wenig verschieden, 


wie Tab. 2 zeigt. 














Chem. Werte Physikalische Konstanten 
Mol.- - ‘ , 
JZ. Gew. Sdp- | oanmoe| nv 20 | Mol.- 
Pie AG A 1mm Schmp. "90 . 4 Refrakt. 
| . 
Heptadecen- 89,8 281.3 144,3 - 26,0 1,1516 0,8777 86,96 
siuremethylester | (89,9) (282) (86,51) 
Olsiure- 85,6 295 154,3 — 20,4 1.4530 | 0,8754 91,48 
raethylester (85,7) (296) (— 19,8*}| (1,4522*)| (0,8739*)| (91,13) 
Elaidinsaure- 85,4 | 297 - |+ 10,2 | 1,4513 | 0,8730 | 91,44 
methylester (85,7) | (296) (91,13) 
Heptadecen- 94,9 270 + 14,5 1,4597 | 0.8942 82.16 
siure (94,6) | (268) (81,77) 
Olsiure 90,0 281,2 . 1. 13,3 1,4602 | 0,8911 86,78 
(90,0) | /282) (1,4599*) ‘86,39) 


























Die Werte in Klammern sind theoretische Werte. 
*) D.H. Wheeleru. R. W. Riemenschneider, Oil and Soap 16, 209 (1939). 


Tab. 2 (B). Physikalische Eigenschaften von reinem Heptadecen-(9.10.)-siure- 
metylester aus Ziegendepotfett, Olsiureester, Elaidinsiureester sowie von 
Heptadecen-(9.10)-siure und Olsiure. 


Die beste Kennzeichnung erlaubt die Aufnahme der Schmelzpunktdia- 
gramme. Im Fall der Methylester zeigt sich eine Molekilverbindung bei 
56 Gew.-% Heptadecensiuremethylester und 44% Olsiuremethylester mit einem 
Schmp. von — 32,7° C. Bei den Saéuren erhalt man ein flaches Eutektikums- 
gebiet, das bei 60 Gew.-% Heptadecensiiure den tiefsten Schmp. mit + 8,2° C 
aufweist. 

Unterhalb von C,, tritt keine Dehydrierung ein!*), wie eine Unter- 
suchung von Schafmilchfett ergab, das nach Verfiitterung von syntheti- 
schem Fett gewonnen war (B). An zwei Milchschafe von im Mittel 56 kg 
Gewicht wurden auBer Heu taglich je 120g synthetisches Fett in Emul- 
sionsform verfiittert. Die Tiere standen gegen Ende der Lactation im 
Versuch; weder Milchmenge noch Fettgehalt wurde erkennbar durch 
diese Fiitterung beeinfluBt. Trotzdem ergab die Ester-Feinfraktionierung 
der Milchfettséuren, daB darin 24,8%, ungeradzahlige Fettsdiuren der 


Kettenlangen C,,—C,, enthalten waren, d.h. da mindestens 49,6°%, 

18) Diese war auch nicht zu erwarten, nachdem von uns, wie oben erwihnt, 
nur Fettsiuren mit der Doppelbindung in 9—10-Stellung festgestellt werden 
konnten. Vgl. zu dieser Frage auch S. Yosii, Biochem. J. 26, 397 (1937). zit. 
nach Chem. Zbl. 1938 II, 716, und Lang, diese Z. 261, 240, 249; 262, 120, 123 


(1939); 268, 240 (1940). 
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des Milchfettes aus dem synthet. Nahrungsfett stammten. Decensaure 
war in Menge von 0,23°%, die niedrigste ungesattigte Fettsaure. Im ver-: 


fiitterten Fett waren die Kettenlingen C,, C,9, C,, ... bis Cg ver- 
treten. Falls nun die niederen Fettsiuren C,, Cy, C. des Milchfettes 
aus den héheren Fettséuren durch f-Oxydation gebildet werden, eine 
Ansicht, die besonders Hilditch vertritt!), so war zu erwarten, dal 
in diesem Falle die Fettsiuren C; und C, im Milchfett auftreten wiirden. 
Es konnten jedoch nur die geradzahligen Fettséuren C,, C, und C, 
beobachtet werden (auBer C,,, C,, ... bis C,, die ja schon im Nah- 
rungsfett vorhanden waren), ein Hinweis, daB diese niederen Fettséuren 
wahrscheinlich nur durch Umbau und Aufbau aus den Kohlehydraten 
entstehen und nicht durch Abbau aus langkettigen Fettsduren?°). 

Wenn man dem KGrper Fett aus nur ungeradzahligen Fettsaduren 
zufiihrt, so verzichtet er dennoch nicht auf die Synthese von gerad- 
zahligem Fett aus Kohlehydraten. Wie Versuche an Ratten zeigten, die 
mit synthetischem .,ungeradzahligem Cocosfett“‘ gefiittert worden waren, 
werden hauptsachlich Palmitin- und Olsaure gebildet (Tab. 3). 
































Zusammensetzung des Zusammensetzung des Rattenkérper- 
Ketten- |,,ungeraden“ u. gesittigten fettes in Prozent 
linge _| Cocosfettes in % der | Gesittigte Fett- | Ungesittigte Fett- 
Methylester siuremethylester | siuremethylester 
C, 3,85 
Cio mg 
Cy, 5,94 
Cs aan 1,50 0,11 
a 47,10 16,26 1,22 
Cis — 3,29 0,31 
Cis 19,86 11,02 0,66 
Ci = 7,19 7,79 
Cy, 11,35 15.76 6,32 
Cis 1,59 22,20 
Cio 11,90 1,39 3.30 
Summe | 100,00 58,00 41,91 


Tab. 3 (B). Zusammensetzung von Rattengesamtkérperfett nach Verfiitterung 
von nur ungeradzahligem Cocosfett. 


Wie bei den ungesattigten Fettsauren, was Bildungs- und Speicher- 
fahigkeit anlangt, ein Maximum bei der Kettenlinge C,, durchlaufen 
wird, besteht ein solches bei den gesattigten Fettsiuren fiir die Ketten- 

19) T. H. P. Hilditch, Biochemic. J. 30, 1905 (1936); T. H. P. Hilditch 
u. H. Jasperson, Biochemic. J. 37, 238 (1943), zit. nach Chem. Zbl. 1944, II 
1082. 

20) Die Milchfettsynthese erfolgt nach P. L. Kelly u. W. E. Petersen, 
J. Dairy Sci. 22, 7 (1939) sowie E. P. Reinecke, W. D. Stonecipher u. 
C. W. Turner, J. Physiol. 132, 535 (1941), in der Milchdriise; die letztge- 
nannten Autoren schlieBen aus dem R.Q. ebenfalls auf die Bildung der niederen 
Fettsiuren aus den Kohlehydraten. 
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linge C,,. Dies ist schon aus Tab. 3 zu ersehen, noch deutlicher aus den 
folgenden Zahlen fiir gesittigte Ziegen-Depotfettsdureester, die nach 
Verfiitterung von synthet. Fett gewonnen worden waren. 


Kettenlinge C;,, 2, 2% Ke ene Cy 12,6% 
3 Cig = 10,0% 9,8% 
Cc, = 9, 3% +3 Cio 5,4% 

Ci6 - 18,7 % 


Das verfiitterte Fett, welches ca. 48°, ungeradzahlige Fettsauren 
enthielt, fiihrte also zum Aufbau eines Depotfettes mit ca. 41°, ungerad- 
zahligen Fettsduren. Die Neubildung von geradzahligem Fett im Korper 
aus Kohlehydraten trotz Verfiitterung von ungeradzahligem Fett macht 
auch einen Befund von Kabelitz*!) verstandlich. Nach Verabreichung 
von synthet. Fett mit 50°, ungeradzahligen Fettsdiuren an Diabetiker, 
erhielt er nicht, wie zu erwarten gewesen ware, eine um 50%, geringere 
Ketonkérperausscheidung, sondern nur eine 34-prozentige. Zum Zeit- 
punkt des Verbrennens des Fettes war also nicht nur das zugefiihrte 
synthet. Nahrungsfett, sondern auch aus Kohlehydraten aufgebautes 
geradzahliges Fett verbrannt worden. Dadurch wurde das Verhaltnis 
der ungeradzahligen Fettséuren zu den geradzahligen zugunsten der 
letzteren verschoben. Ebenso sind die Befunde von Mac Kay*’) zu 
verstehen, der nach Verfiitterung von nur ungeradzahligen Fettsauren 
trotzdem einen Anstieg des Blutacetonspiegels feststellte. Man vergleiche 
auch die Ergebnisse, die H. G. Krainick*) bei der Bearbeitung der 
gleichen Fragestellung erhielt. 

Ungeradzahlige Fettséuren bedingen auch keinerlei erhéhte Dia- 
cidurie**), verglichen mit solchen Fettsduren, deren Kette um 1 C-Atom 
kiirzer ist. Auch in langdauernden Wachstumsversuchen an Ratten 
wurde gegeniiber Fetten aus geradzahligen Fettsdauren kein Unterschied 
gefunden. 


Verzweigte Fettsaiuren 


Unsere friihere Ansicht?), daB bei der Oxydation verzweigter Paraffine 
die Verzweigungsstelle bevorzugt angegriffen wird und somit keine verzweigten 
Fettsiuren entstehen kénnten, ist von uns als irrig befunden worden, es ent- 
stehen. auch verzweigte Fettsiuren. Allerdings ist der Nachweis und die Be- 
stimmung der verzweigten Fettsiuren in dem Gemisch der normalen Fettsaiuren 
mit Oxy-, Keto- und Dicarbonsiuren duBerst schwierig. In Fischer-Paraffin- 
Fettsiuren wurden bisher von Wei8 u. Melan (unverdff.), 2-, 3- und 4-methyl- 
verzweigte Fettsiuren durch Abbau einwandfrei nac hgewiesen. Der Abbau er- 
folgte durch Bromieren zur 2-Bromfettsiure, Verseifung dieser zur Oxysiure 
und arschlieBende Spaltung mit Bleitetraacetat zum Aldehyd, der mit Sauer- 
stoff zur naichst niederen Saiure oxydiert wurde. Gelangt man bei diesem stufen- 

my G. ‘Rebetiss, Klin. Wschr. 23, 15 (1944). 

E. M. Mac Kay, A. N. Wick u. C. P. Barnum, J. biol. Chemistry 135, 
183 (1940); 136, 503 (1940). 
23) H. G. Krainick, Klin. Wschr. 19, 803 (1940). 
24) Vgl. 1., 2. u. 3. Mitteil.!) und Emmerich u. Nebe?’). 
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weisen Abbau an eine Verzweigung, so entsteht statt des Aldehydes ein Keton, 
das der Oxydation gegeniiber bestindig ist und als solches identifiziert wurde. 
DaB weitere Verzweigungen noch vorliegen, ist wahrscheinlich. Da sich aber bei 
dem geschilderten Abbau die Menge des Materials rasch vermindert, wurde er 
noch nicht iiber die 4-Stufe hinaus fortgesetzt. Der Fischer-Gatsch, aus dem 
diese Siuren stammten, war iiber Kobaltkontakt bei Niederdruck gewonnen 
worden. Die Menge der verzweigten Fettsiiuren wurde auf Grund anderer 
Versuche zu ca. 30% angenommen. 

Durch Hochdruckhydrierung iiber Kupfer-Chromoxyd-Kontakten zu den 
Alkoholen und sorgfiltige Feinfraktionierung (B. und Sch.) konnte aus Vor- 
lauffettsiuren von Fischer-Gatsch eine Fraktion gewonnen werden, die neben 
60% normalen C, und C,-Alkoholen 40% 2-Methyl-butanol-(1) enthielt. Die 
Identifizierung geschah mit Hilfe des Raman-Spektrums und ergab 6,1% 2- 
Methyl-butanol-(1), bezogen auf die Kettenlinge C,; = 100% (B. und Thaler). 
Die Kontrolle durch Aufnahme des Ultrarotspektrums ergab 6,8% 2-Methyl- 
butanol-(1) (B. und Luft). Wenn schon bei einer solch niedrigen Kettenlinge 
der Prozentsatz an Verzweigungen so hoch ist, so ist zu erwarten, daB bei den 
héher molekularen Fettsiuren ein wesentlich héherer Prozentgehalt der ver- 
zweigten Fettsiuren vorliegt. 

Leider versagte bisher sowohl Raman- wie’ Ultrarot-Spektralanalyse bei 
der Feststellung des Verzweigungsgrades bei den besonders wichtigen héheren 
Kettenlingen (C,,—C,,;), gleichgiiltig ob es sich um die Klasse der Fettsaure- 
methylester, Fettalkohole oder Kohlenwasserstoffe handelte. 

Auf einem anderen Weg gelang es, zu einer Abschitzung des Verzweigungs- 
grades bei diesen Kettenlingen zu kommen (B). Durch Hydrierung der Paraffin- 
siiuremethylester iiber Rane y- Nickel bei 300° C und 500 Atm. H,-Druck wurden 
diese in die Kohlenwasserstoffe iibergefiihrt. In einer Modelluntersuchung an 
Caprinsiuremethylester wurde festgestellt, da& dies ohne Isomerisierung vor 
sich geht. Allerdings erhalt man unter Methylabspaltung zu 94% den Kohlen- 
wasserstoff Nonan und nur zu 6% den Kohlenwasserstoff Decan. Beide An- 
gaben der Literatur, wonach nur Nonan 2°) oder nur Decan®*) entsteht, sind 
unzutreffend. Das aus den Fettsiuren erhaltene Kohlenwasserstoffgemisch wurde 
nun feinfraktioniert und die Schmelzpunkte der Fraktionen bestimmt. Wie 
Schmelzpunkt und Brechungsindex zeigten, bestand die Hauptmenge aus den 
n-Paraffinen. Nach Aufnahme der Schmelzpunktdiagramme der reinen biniren 
Kohlenwasserstoffe (B) zeigte sich, daB die Zwischenfraktionen (nur C und H 
enthaltend) viel tiefere Schmelzpunkte besaBen, als die biniren Gemische. Dies 
konnte nur durch isomere Kohlenwasserstoffe bedingt sein. Unter der Annahme, 
daB die am tiefsten schmelzende Fraktion zu 100% ein Gemisch von Isokohlen- 
wasserstoffen ist, was sicher nicht ganz zutrifft, 148t sich mit Hilfe der Schmelz- 
punktdiagramme die Menge an Isokohlenwasserstoffen in den einzelnen Frak- 
tionen bestimmen. Diese Methode liefert wegen der nicht ganz zutreffenden An- 
nahme einen maximal méglichen Wert, der wahre Wert wird eher etwas niedriger 
sein. Sowohl fiir Riebeck- wie fiir TTH-Paraffinfettsiuren ergab sich so die 
Menge an verzweigten Ketten zu 15%, gemessen bei der Kettenlinge C,, 2”). 
In der Art der Verzweigung zeigte sich zwischen beiden ein Unterschied. Die 
Fraktionen der Isokohlenwasserstoffe bei Riebeck-Paraffin-Fettsiuren zeigen 
im Brechungsindex und in der Dichte nur eine geringe Erhéhung gegeniiber 
den n-Kohlenwasserstoffen, die der TTH-Fettsiuren dagegen eine sehr aus- 
geprigte. Dies letztere Verhalten 1iBt auf Ringverzweigungen schlieBen. Da 
aber der Anilinpunkt gegeniiber den n-Paraffinen nur um etwa 1,5° C bei der 


*5) D. Benneville u. C. Connor, J. Amer. chem. Soc. 62, 283 (1940). 

°6) W. Schrauth, O. Schenk u. K. Stickdorn, Ber. dtsch. chem. Ges. 
64, 1314 (1931). 

27) Fir Fischer-Gatsch-Fettsiiuren konnte aus auBeren Griinden leider 
noch nicht die gleiche Untersuchung durchgefiihrt werden. 
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Kettenlange C,, tiefer liegt, so ist dies nicht sicher zu beweisen. Noch auf eine 
andere. Weise gelang eine Bestatigung des auf obigem Wege.erhaltenen Wertes 
der Verzweigung bei TTH-Fettsiuren. Nach Schaarschmidt und Marder?®*) 
reagiert frisch destilliertes Antimonpentachlorid mit Isoparaffinen und verwan- 
delt sie in ein Ol, das in Tetrachlorkohlenstoff unléslich ist, wihrend n-Paraffine 
nicht angegriffen werden sollen. Leider stimmt dies nicht ganz, die Reaktion 
ist kettenlangenabhangig, es miissen bei jeder Kettenlange erst die Bedingungen 
(Temperatur, Einwirkungszeit usw.) festgelegt werden, unter denen die n-Paraf- 
fine unangegriffen bleiben. Wie man hieraus ersieht, kann man von dieser 
Reaktion keine zu genauen Angaben erwarten. Angewandt auf die Isokohlen- 
wasserstoffe enthaltenden Fraktionen (C,,) des Hydrierproduktes aus TTH- 
Seifenfettsiuren, ergab sich ein Isoparaffingehalt von 15,5%, bezogen auf die 
Kettenlange C,,= 100% (B). Die Ubereinstimmung mit dem Wert aus der 
Schmelzpunktsdiagramm-Methode von 15% ist iiberraschend gut und beweist 
mindestens, daB die GréBenordnung richtig ist. 


Die verzweigten Fettséuren sind im Depotfett viel schlechter spei- 
cherbar als die geradkettigen. So konnte mittels der Schmelzpunkts- 
diagramm-Methode am Depotfett der Ziege nachgewiesen werden, daB 
der Gehalt an verzweigten Ketten, der im verfiitterten Fett ca. 15°, 
betrug, im Depotfett auf 2% sank, also von 100%, auf 13.6% (B). Die 
ungeradzahligen Fettséuren dagegen sanken im gleichen Versuch nur 
von 47,9% im verfiitterten Fett auf 40,5°%, im Depotfett, also von 
100% auf 85°. Dieses Ergebnis bestatigt von einer anderen Seite die 
friiheren Befunde, wonach nach Verfiitterung verzweigter Fettsaduren 
die étherléslichen Sauren im Harn stark ansteigen. Es wurden nicht nur 
niedere verzweigte Fettsduren und verzweigte Dicarbonsaéuren im Urin 
der Versuchstiere ausgeschieden, sondern auch gréBere Mengen ather- 
loslicher, saurer, nicht kristalliner Bestandteile, deren Konstitutions- 
aufklarung bisher noch nicht gelungen ist. Jedenfalls sprechen unsere 
Ergebnisse mit Glyceriden aus verzweigten Fettsduren absolut gegen 
die Auffassung, daB solche Verzweigungen gleichgiiltig seien, da der 
Organismus diese abzuspalten in der Lage ware, wie Baer und Blum”) 
sowie Embden und Mitarbeiter®®) glauben. Auch Kuhn und Mit- 
arbeiter*!) konnten dies nicht bestatigen. In Versuchen mit itiberlebenden 
Leberschnitten fanden Lang und Adickes*) bei 3-, 4-, 5-, 6- und 
7-methyl-verzweigten Fettsaéuren eine Acetonbildung und _ schlieBen 
daraus auf Abbau der Sauren unter Entalkylierung; Lang glaubt dies 
auch auf die Paraffinfettsiuren iibertragen zu kénnen**), Allerdings 

28) A. Schaarschmidt u. M. Marder, Angew. Chem. 46, 151 (1933); 
Leithe (unveréff.) iibertrug die Reaktion auf die Kohlenwasserstoffe C,,—C3,. 

20) J. Baer u. L. Blum, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exper. Pathol. 
Pharmakol. 55, 89 (1906); 56, 93 (1907). 

30) G. Embden, H. Salomon u. Fr. Schmidt, Hofmeisters Beitr. Chem. 
Physio!. Pathol. 8, 141 (1906). 

31) R. Kuhn u. K. Liwada, diese Z. 220, 235 (1933); R. Kuhn, F. Kéh- 
ler u. L. Kohler, diese Z. 242, 171 (1936). 

32) K. Lang u. F. Adickes, diese Z. 263, 227 (1940). 

33) W. Lang, Wehrmachtsverpflegung, Bd. 1, 8. 50 (1942), Verlag Stein- 
kopff, Dresden und Leipzig. 
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muB8 er fiir den Abbau der 4-Methyl-pentansaure und 6-Methyl-heptan- 
sdure auBer einer Entalkylierung noch eine a- oder y-Oxydation anneh- 
men, was uns sehr hypothetisch vorkommt. Auffallend ist, daB bei 
seinen Versuchen a-methyl-verzweigte Fettsduren nicht abgebaut wer- 
den, wahrend bei uns gerade diese relativ giinstige Ergebnisse zeigten. 
Glyceride aus einfach methyl-, athyl- oder propylverzweigten Fettsduren 
scheinen beim Abbau im Organismus folgender GesetzmaBigkeit zu 
unterliegen *4): Die kurzkettigen 2-, 3. oder 4-verzweigten Saéuren C, 
bis C,, passieren den Koérper weitgehend unzersetzt und erscheinen 
als solehe im Harn. Lingerkettige 4-, 5-, 6- oder 7-verzweigte Fettsdiuren 
C19 —C,, werden entweder nach /-Oxydation als kiirzerkettige Fett- 
sduren im Harn ausgeschieden oder falls dies auf Grund der Verzweigung 
nicht oder nur -teilweise méglich ist, durch Methyl-Oxydation in Di- 
carbonsauren iiberfiihrt und oe solche ausgeschieden (Tab. 4). Héhere 
verzweigte Fettsauren (C,,—C, 9) standen uns le ider noch nicht in aus- 
reichender Menge zur Verfiigung. 


Als Triglyceride verfiitterte Im Harn gefundene 
verzweigte Fettsiuren Siuren 
2-Propyl-pentansiiure. . . . . . . . 2-Propyl-pentansiiure 
3-Fropyl- hexansiure . . . . . . . . 3-Propyl-hexansiure 
3-Athyl-heptansiure . . . . . 3-Athyl-heptansiiure 


“42 2-Propyl-heptansiure 


4-Propy!-heptansiure 
PY io = Propy!-heptansiure 


4-Athyl-octansiure . . . . . . . . 4-Athyl-korksiure 
4-Methyl-dodecansiiure . . . . . . . 2-Methyl-sebazinsiure 
5-Propyl-octansiure . . . . . . ... 3-P ropyl- hexansiiure 
5-Athyl-nonansiure . . . . . . . 3-Athyl-heptansiure 


2 2- Propyl-pentansiiure ? 
= . Propyl-heptansiure 
6-Athyl-decansiure . . . . . . . . 4-Athyl-korksiure 
7-Propyl-decansiiure —. tk. Sa ropy!-hexansiure 


6-Propyl-nonansiiure 


Tab. 4 (K). Umwandlung der verzweigten Fettsiuren im Organismus. 


Die Erhéhung der atherléslichen sauren Harnbestandteile ist bei 
den methylverzweigten Sauren am geringsten. Dies konnte noch _ be- 
sonders nachgewiesen werden durch ein Fett, das aus einem Gemisch 
von vorwiegend a-methylverzweigten Fettséuren (ca. Cy 9—Cyo) her- 
gestellt war (Kréper und K.). Wurde dieses Fett zu 25°,, in Cocosfett 
eingemischt, so zeigte das Gemenge cine Ausscheidung von 2,1 g ather- 
léslicher Saiuren pro 100 g gefressenes Mischfett. Das heiBt, es verhalt 
sich etwa so, wie unsere synthetischen Fette. die nicht von verzweigten 
Fettsiuren befreit sind. Auffallend ist bei der Verfiitterung sowohl 
reiner Glyceride verzweigter Fettsiuren wie auch bei synthetischen 
Fetten mit einem héheren Gehalt an verzweigten Fettséuren die er- 
wahnte starke Ausscheidung nicht kristallisierbarer saurer Harnbe- 
standteile, die bisher jeder Konstitutionsaufklarung getrotzt haben. 


$4) Vel. 3., 5. und 6, Mitt.!) sowie Dissertation Georg Colling, Heidelberg. 
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Werden jedoch die Paraffinfettsiuren von verzweigten Fettsaiuren be- 
freit, so treten diese Substanzen im Harn nicht auf. Um den eindeutigen 
Beweis zu erbringen, daB die verzweigten Fettsiuren der Paraffin- 
oxydation tatsichlich die Uisache der erhéhten Acidurie sind, war eine 
groBe Reihe von Modellversuchen notwendig. So wurden die verzweigten 
Anteile des Ausgangsparaffins angereichert und die daraus hergestellten 
Fettsduren durch Chromatographie von héher oxydierten Sauren be- 
freit. Die daraus dargestellten Glyceride, und zwar der Raffinatantcil. 
also der Anteil, der keine Dicarbonséuren, Oxysiuren und Ketoséuren 
enthalt, fiihrten zu einer Ausscheidung an sauren Stoffwechselprodukten 
im Harn von ca.6g pro 100g gefressenes Glycerid, das entspricht einer 
Steigerung, die das mehrfache der Ausscheidung synthetischer von 
Dicarbonsiuren betreiter Fette betrigt (Pileh und K.). Die Verab- 
folgung solcher Fette bedingt bei Hunden Durchfalle und Erbrechen, 
die gleichen Erscheinungen zeigen z.Tl. in erhéhtem MaBe die synthe- 
tischen Glyceride der verzweigten methyl-, athyl- bzw. propylverzweig- 
ten Fettsiuren. Es ist also erwiesen, daB die verzweigten Fettsiuren 
toxisch wirken! Durch Herstellung von Fettsdéuren aus reinem n-Eikosan 
(Kiirzinger) konnte dann ein Fett erhalten werden, das sicherlich frei 
von verzweigten Fettséuren war. Dieses Fett (G 289) zeigte immer noch 
eine erhéhte Acidurie (1,4 g pro 100 g gefressenes Fett), die nur noch auf 
héher oxydierten Séuren beruhen konnte. Nach Entfernung auch dieser 
durch Chromatographie zeigte das Fett (G 273 a) nur noch eine Acidurie 
(0,47 g), die in den Grenzen natiirlicher Fette lag. Weiter war es not- 
wendig, den ganzen Fabrikationsvorgang wie Abdestillation des Un- 
verseifbaren, Hydrierung usw. auf die Bildung von Stoffen, die eine er- 
héhte Acidurie bewirken, zu iiberpriifen (Sch. und K.). 

Die Toxizitat der verzweigten Fettsiuren bedingt auch das mangel- 
hafte Wachstum der Versuchsratten gegeniiber den mit Naturfetten 
oder von verzweigten Fettsiuren befreiten synthetischen Fetten (A. 
und B.). Der Nachweis des schlechteren Wachstums kann leicht nach 
unserer Erfahrung der Beobachtung entgehen, falls man mit subopti- 
malen Fettmengen fiittert. Arbeitet man mit dem in unserer 2. Mit- 
teilung!) angegebenen Futtergemisch, das nur auBerordentlich wenig 
natiirliches Fett enthalt, so ergibt sich folgendes (Tab. 5): Eine 5-proz. 
Kettzugabe zum Nahrungsgemisch geniigt nicht, um optimales Wachs- 
tum zu erzeugen, von 10°, Zugabe an erhailt man auch bei weiterer 
Erhéhung auf 20°, und 30°, innerhalb der Fehlergrenzen gleiche Ge- 
wichtszunahme bei natiirlichen Fetten (Cocosfett, Rindertalg, Lein6l). 
Ebenso verhalten sich synthetische Fette aus gesattigten gerad- und 
ungeradzahligen Fettsiuren (Cocosfett resynthet. und Cocosfett unge- 
rade), wenn sie auch ein etwas schlechteres Wachstum zeigten als die 
Naturfette. Die Abweichung ist aber gerade an der Grenze der mit der 
Wahrscheinlichkeitsmathematik zu erbringenden Sicherheit der Abwei- 
chung (s. S. 15). Anders verhalten sich synthetische Fette, die verzweigte 
Fettsiuren enthalten. Hier zeigen TTH-Fett, Tab. 5, Spalte 6, und 


16* 
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Grundfutter mit: | 5° Fett | 10%. Fett | 20% Fett | 30% Fett 

1. Cocosfett nat. (VB) (28) *** (28) (30) | (30) 
Mittl. Tiergew. in g 191,7 225,8 280,0 | 228,5 
Mittl. Tiergew. *) in % |85,0-+ 1,5| 100+ 1,4 |102,2+ 1, 4101,4 + 2,2 
Kérperfettsauren **) %, (15 Ratten) | 12.0 12,7 16,7 | — 
Resorption % | 95,3 97,3 97,9 98,0 

2. Rindertalg (VC) | (29) (29) | (30) 
Mittl. Tiergew. % | 90,3 +11,6]101,0+ 2,0104,0+ 2,1 
K6rperfettsiuren %, = a = 
Resorption % 85,0 78,5 79,8 

3. Resynth. Cocosfett (gesitt. — VB) 27 (26) (27) 

Mittl. Tiergew. % 91+ 1,9 | 95,5 -+ 2,0] 95,8 4+. 2,3) — 
Korperfettsiuren °, (15 Ratten) 13,2 14,4 13,3 | — 
Resorption %, 94,8 96,3 96,3 | = 

4. ,,Ungerades Cocosfett’’ (VB) 28) (25) (27) | 
Mitti. Tiergew. % 915+ 1,2) 94+ 1,4 | 90,6 +. 2,2] — 
K6rperfettsiuren °, (15 Ratten) 14,9 9,9 11,8 | — 
Resorption %, 93.9 95,2 94,1 — 

5. G 138/40 ,,.Riebeck (VC | (30) (29) | (29) 
Mittl. Tiergew. % 92,2+1,3] 799+ 2,1 | 491+ 21 
Korperfettsauren %, - — | — 
Resorption %, 68 64 70 

6. G 169/70 ,,TTH“ (VC) (30) (29) (28) 
Mittl. Tiergew. %, 96,4-+ 2,0] 83,2+ 1,9 |52 5b 1,5 
Korperfettsiuren %, — = 
Res orption %, | 83 87 82 

7. G 137 und G 210 ,,Fiseher® ‘VC 23 (23) (173 (19) 
Mitt!. Tiergew. %, [844+ 1,4|75,6+ 1,3] 50,04 1, 7 36, 24 1,3 
Korperfettséuren °%, : - - - 
Resorption °, 79.0 81,4 87,6 ey. _ 

















*) Die Tiergewichte stellen das Mittel aus der in Klammern angegebenen Zahl der Ver- 
suchstiere nach 56 Tagen Fiitterung dar und zwar in % bezogen, auf das Gewicht bei Fiitterung 
mit Cocosfett nat. 10° = 100%. Die mittleren Abweichungen sind als-++ angegeben. Gleich- 
zeitig durchgefiihrte Versuche haben gleiche Bezeichnung (z. B. VB, VC. 

**) Ohne Hirn und Leber in % des Kadavergewichts, Mittel der angegebenen Tierzahl. 

***) Die Zahlen in Klammern geben die nach 56 Tagen noch lebenden Versuchstiere 
an. (Zu Beginn jeweils 30 Ratten.) 


Tab. 5. ,,Unbegrenzte Futtermenge* (A. u. B.). 


Riebeck-Fett, Spalte 5, in Mengen von 10% der Nahrung zugesetzt, 
noch keine Abweichung gegen Naturfett, Fischer-Fett 10% (Spalte 7) 
dagegen schon eine sichere. Bei 20°% Zusatz zeigen alle 3 synthetischen 
Fettarten geringeres Wachstum, bei 30%, wird dies noch ausgepragter. 
Fette aus Riebeck- und TTH-Fettséuren verhalten sich ungefaihr 
gleich, am starksten fallt das Fett aus Fischer-Gatsch-Fettsduren ab, 
das ja auch die gréBte Menge verzweigter Fettsiuren aufweist. Werden 
diese verzweigten Fettsiuren, wie unten beschrieben, entfernt, so erhalt 
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Grundfutter mit: | 10° Fett | 20% Fett | 30% Fett | 
1. Cocosfett nat. (VD) (29) **) (29) (27) 
Mittl. Tiergewicht in g 163 137 130 | 
Mittl. Tiergewicht *) °, 100 + 1,3 | 100-+[0,6 | 100+ 1,9 | 
Resorption % —- 97,2 — | 
2. Rindertalg (VD) (21) (27) (26) 
Mittl. Tiergewicht % 96 + 2,1 |102,9-+ 1,6) 105 + 1,3 | 
Resorption % — 77,3 — ‘| 
| 
3. G 138/40 ,,.Riebeck (VD) | (26) (25) (2h) | 
Mittl. Tiergewicht °, 93 6+ 1,6|90,44 1,5] 77 +h 9 | 
Resorption % 64 | 
4. G 169/70 ,,TTH (VD) (30) (28) (27) 
Mittl. Tiergewicht %, 101,3 + 1,2] 96,4 +- 1,7}80,7 2, 0) 
Resorption % ° = 87,3 ss 
5. G@ 210 ,,Fischer“ (VD) (27) (19) (16) | 
Mitt]. Tiergewicht °%, | 88,3 + 2,1] 72,5 + 2,5 | 68,5 + 3,1) 
Resorption % —_ 89,2 = 
6. G 426 ,,Fischer“, frei von Verzweig. (VD) (25) (28) (29) 
Mittl. Tiergewicht % 93,9-+ 1,9} 95-+ 1,2 |97,3+ 1,2 
Resorption % — — 84,7 
7. G 446/448 ,,0, + Cy + Cy‘ (VE) — (30) -- 
Mittl. Tiergewicht % : 102,5 + 2,3 — 
Resorption % - — 
8. G 466 ,,Fischer“ C,—(Q,) (VE) - (25) 
Mittl. Tiergewicht °, 95,6 + 1,8 
Resorption %, - : 











*) Die Tiergewichte stellen das Mittel aus der angegebenen Zahl der Versuchstiere nach 
56 Tagen Fiitterung dar und zwar in °%, bezogen auf das Gewicht bei Fiitterung mit Cocosfett 
nat. = 100%. Die mittleren Abweichungen sind als -+- angegeben. Gleichzeitig durchgefiihrte 
Versuche haben gleiche Bezeichnung (z. B. VD, VE...) 

**) Die Zahlen in Klammern geben die nach 56 Tagen noch !ebenden Versuchstiere an. 
(Zu Beginn jeweils 30 Ratten.) 


Tab. 6. .,Begrenzte Futtermenge‘: (A. u. B.). 


be] 
man ein Fett (G 426), das sich wie ein Naturfett verhalt (Tab. 6, Spalte 
5 und 6). 


Die besonders von Verkade**) geéuBerten Bedenken gegen Fette 
mit niederen Kettenlangen beziiglich der Diaciduriegefahr konnten von 
uns nicht bestatigt werden. Glyceride aus gereinigten Vorlauffettsiuren 
(C,—C,») aus Fischer-Paraffin sowie ein Glycerid aus gleichen Teilen 
Capron-, Caprin- und Caprylsaure (G 446/48) zeigten am Hund nur eine 
unwesentlich gesteigerte Diacidurie. Das{Glycerid aus Vorlauffettsauren, 
mit Cocosfett 1 : 3 verschnitten, zeigte am Hund nur eine Ausscheidung 
von 0,94 g pro 100 g gefressenen Mischfettes, und das Glyceridgemenge 
aus Capron. Caprin- und Caprylsaure, ebenfails mit Cocosfett 1:3 ver- 


neh P. E. Verkade, Fette u. Seifen 46, 524 (1939). 
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schnitten, eine solche von 1,14 g pro 100 g gefressenen Mischfettes. Auch 


akut an Ratten mit der Schlundsonde verfiittert, erwiesen sich die 


Glyceride aus Vorlauffettsiuren ebensowenig giftig wie Vergleichs- 
glyceride aus niederen Butterfettsiuren oder Cocosfettsduren etwa glei- 
cher Kettenlange (Sch. und K.). Rattenwachstumversuche (A. und B.) 
mit G 446/48 ergaben, in einer Menge von 20°, in der Nahrung ver- 
fiittert, das gleiche Wachstum wie Cocosfett, ebenso verhielt sich das 
Glycerid aus Fischer-Vorlauffettsiuren der Kettenlinge C,—C, . Bei 
den niederen Kettenlaingen ist die Menge der verzweigten Ketten ge- 
ringer (s. S. 227); eine nachteilige Wirkung macht sich nicht (statistisch 
gesichert) am Wachstum bemerkbar (Tab. 6, Spalten 7 und 8). Als Be- 
leg fiir obige Feststellungen geben wir die experimentellen Ergebnisse 
in Tab. 5 und 6. 

Zu Tab. 5 und 6 ist noch folgendes zu sagen: Tab. 5 zeigt Versuche. 
bei denen die Tiere von dem Futter soviel fressen konnten, wie sie woll- 
ten ,,Unbegrenzte Futtermenge**. Da die Versuche nicht alle gleichzeitig 
durchgefiihrt wurden, sind die Wachstumswerte auf den Wert der bei 
jedem Versuch mitgelaufenen Cocosfettgruppe 10°, als 100°/, bezogen. 
Auch die Zahlen der am 56. Versuchstage iiberlebenden Tiere von 30 
eingesetzten, bestatigen, daB das Fischer-Fett sich am ungiinstigsten 
verhalt: Die Zahlen geben die Mittelwerte des Gewichts am 56. Ver- 
suchstag an. Weibliche Tiere zeigen im Wachstumstest nach unserer 
Erfahrung eine gréBere Streuung. Ferner wurde meist die Fettresorption 
und der Fettgehalt der Kadaver bestimmt. Resorption und Wachstums- 
wert gehen beim Rindertalg nicht parallel. Ferner werden die mittleren 
Abweichungen vom Mittelwert in °,, angegeben. Berechnet man die 
mittlere Abweichung ailer mittleren Abweichungen (-+ 1,84) (in beiden 
Tabellen sind nicht alle Versuche enthalten), so kann man mittels der 
Forme! fiir die signitikante Differenz*®) : 


: my My my Ms my Mo 
SD >2 


9 6 / ¢ 9 ; = 
|/ + 2 f 2+ 1,842 2,62 


ganz allgemein abschatzen, daB Differenzen in den Wachstumswerten 
dann vom Zufall unabhangig werden, wenn sie gréBer als 5—7,5%, 
werden. Wir méchten den Wert 7,5°, vorziehen, um ganz sicher zu gehen. 
In Tab. 6 sind Versuche verzeichnet, bei denen die Tiere sich nicht satt- 
fressen konnten. Allen Tieren in diesen Gruppen wurde die gleiche 
Nahrungsmenge vorgesetzt, die gerade langsames Wachstum ermég- 
lichte, und restlos aufgezehrt wurde. Diese Technik gestattet, einen 
verschiedenen Geschmackswert der gepriiften Fette auszuschalten. Auch 
hier sind die Zahlen auf den jeweils mitgelaufenen Cocosfett-Standard- 
wert = 100°, bezogen. Im wesentlichen ergibt sich hier das gleiche Bild 


/O 


38) J.H. Burn, Biolog. Auswertungsmethoden, S. 22 (Springer Berlin 1937). 
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wie in Tab. 5, aber man ste!lt fest, daB sich die Wachstumshemmungen 
bei den hohen Dosen (20 und 30°,) der synthetischen Fette nicht so 
stark auswirken wie bei beliebiger Futteraufnahme*’). 

Die Entfernung der toxischen verzweigten Fettsiuren aus den synthetischen 
Fetten war also unbedingt notwendig. Man kann sie auf verschiedenen Wegen 
bewerkstelligen. Sie wurde von Kiirzinger entweder durch Umkristallisation 
des Ausgangsparaffins fiir die Fettsiuren (z. B. G 405, Ausscheidung 0,68 g 
pro 100g gefressenes Fett) oder der Fettsiuren selbst (z. B. G 426, Ausschei- 
dung 0,93 g) durchgefiihrt. Beide Wege fiihren zu ecinwandfreien Produkten. 

Verzweigte Fettséuren und Ringfettséuren haben in neuerer Zeit 
wegen ihrer besonderen physiologischen Wirkungen in starkerem Aus- 
maB medizinisches Interesse erregt. So konnten Buu-Hoi und Cag- 
niant**) nachweisen, daB Trialkylessigsiuren ahnliche Gewebsverande- 
rungen erzeugen, wie sie Tuberkelbazillen hervorrufen, welche die wahr- 
scheinlich analog gebaute Phthionsaure enthalten. Ferner entfalten nach 
R. Adams*) verzweigte Fettsiuren cine gewisse bakterizide Wirkung 
und zeigen heilende Wirkung gegen Meerschweinchentuberkulose. Eine 
verzweigte Fettsdure ist nach H. O. Hettche”) das wirksame Prinzip 
der Pyocyanase, des Ausscheidungsproduktes von Pseudomonas Pyo- 
ceanea, Cyclische Verbindungen vom Typ der Chaulmoograsiure und 
Dihydrochaulmoograséure zeigen eine gewisse Wirkung gegen experi- 
mentelle Rattenlepra und werden als Heilmittel bei der menschlichen 
Lepra verwandt‘!: 4”), Die physiologische Priifung der letzteren Ver- 
bindungen, iiber deren Verbleib*) im Organismus noch gar nichts be- 
kannt ist, ist in Aussicht genommen. 

Die Priifung der ungeradzahligen und verzweigten Fettséuren hat 
unseren Arbeitskreis bisher am meisten in Anspruch genommen, weil 
wir diese Fragen als am wichtigsten erachteten. 


Hoher oxydierte Sauren 


AuBer Fettsiuren entstehen bei der Oxydation des Paraffins auch Keto- 
siuren, Oxysiuren und Dicarbonsiéuren. Die Menge der Dicarbonsiiuren in den 
rohen Seifenfettsiuren betrigt etwa 3—4%. Die Bestimmung dieser Dicarbon- 
siuren kann nach Abrahamezik oder nach Nebe (unverdff.) geschehen. Die 
Aufteilung der angereicherten Dicarbonsiuren ergab Azelainsiure, Sebacin- 
siure, Undecandisiure, Dodecan lisiure, Tridecandisiure und Tetradecandisiure. 
Die Arbeitsweise ist in der 3. Mitteilung beschrieben '), 8. 183/84). Im folgenden 


37) Die von E. Nitschke, Ber. naturforsch. Ges. Freiburg i. Br. 37, 43 
(1941), gefundene, schlechtere Gewichtszunahme (Fettansatz) bei seinen syn- 
thetischen Fetten diirfte, da er iiber den Reinheitsgrad derselben keine Angaben 
macht, ebenfalls auf dem Gehalt an verzweigten und héher oxydierten Séuren 
beruhen. 

38) Ng. Ph. Buu-Hoi u. P. Cagniant, diese Z. 279, 76 (1943). 

#9) R. Adams, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 45, 121 (1932). 

10) H. O. Hettche, Klin. Wsch’. 12, 1804 (1933). 

1) H. SchloBberger, in Hefter, Handbuch d. Experim. Pharmak. Erg. W. 
Bd. 5 (Springer 1937). 

12) Th. Wagner-Jauregg, Chemie 55, 195 (1942). 

43) K. Bernhard u. L. Miller, diese Z. 256, 85 (1938). 
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sei ein Beispiel hierfiir angegeben: Aus den TTH-Fettsauren, die fiir die Her- 
stellung des Fettes G 169/70 dienten, wurde mit Natronlauge der gréBte Teil 
der Dicarbonsaéuren ausgezogen. Die aus der Lésung wieder ausgefillten Sauren 
wurden mit Petrolither ausgekocht und hiervon 15 g (Mol.-Gew. 249,9) aut- 
geteilt (K.): 





| Misch- 

















a. Schmp. nach ee Schmp. und Mol.-Gew. | Schmp. mit 
eae Umkrist. Mol.-Gew. | der synthet. Saure synthet. 
| Saure 
1 127—128° 261 | f Tetracecendisiure 127—128° 
2 127—128° 259 | | 127—128°, 258 
3 99—104° 254 
4 110—119° 252 
5 96—97" 249 
: cal ‘ { Tridecandisaure 
6 96—97° 244 1 113°, 244 | 
| f 114—117° 238 : 
4 y { Dodecandisiure __yac0 
| 8 131—132° 231 | 131—132°, 230 131—13z 
| 131—132° 231 | 
10 braune, nicht kristalline Masse 











Die Fraktionen 5, 6 und 7 wurden nochmals vereinigt und abermals in 
3 Fraktionen unterteilt: 























- Schmp. nach ns | Mol.-Gew. und Schmp. 
Brekt. Unmkrist. Mol.-Gew. der synthet. Saéuren 
X, | 110—113° 241 | f Tridecandisiure 
Re 110—113° 239 244, 113° 
X, | 100—103° ~ | 











So wurden aus den verwandten 15 ¢g rohen Dicarbonsiuren 0,75.g Tetra- 
decandisiure, 0,5 g Tridecandisiure und 2 g Dodecandisiure analysenrein isoliert. 
Der Rest blieb Gemisch, doch ist nach den Schmelzpunkten und Molekularge- 
wichten des Gemenges nicht anzunehmen, da8 noch andere Dicarbonséiuren 
darin vorhanden waren. Es wurde deshalb darauf verzichtet, durch mehrfache 
Wiederholung des immerhin miihseligen Verfahrens das Gemisch quantitativ 
aufzuteilen. Bei einem gréBeren anderen Ansatz aus derselben Siure wurden 
noch Sebacinsaure und Undecandisiure gefunden. Die Dicarbonséiuren aus 
Fischer-Paraffin-Fettsiuren wurden auf diese Weise noch nicht fraktioniert, 
doch lieB sich aus einem solchen Dicarbonsiurepraparat bereits durch einmaliges 
Umkristallisieren aus Essigester schon reine Sebacinsiiure in einer Menge von 
13% des Gemisches abtrennen. 

Bei der Feinfraktionierung der Fettsiuremethylester gehen die Dicarbon- 
siureester in die Zwischenfraktionen zwischen zwei n-Fettsiureester und kénnen 
daraus in reiner Form leicht isoliert werden (B). So wurden aus den Fettsiure- 
estern von G 118/119 (Riebeck) folgende Siuren priparativ in reiner Form 
in den angegebenen Mengen isoliert: 


Be 








n 
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' Sdp. des Dime- | Lage zwischen Schmp. a 

Dicarbon. Menge thylesters den n-Fett- | der isolierten 
siure bei 1 mm siiuren Dicarbonsauren 
. 6,1 mg% 141° ao 114,5—115° 
Cis 135 mg% 151,7° C 47 14 125 —125,5° 
C 45 109 mg% 161° C ag—C 35 113° —114,5° 
C x6 58 mg% 171° C 19 —C 4 124 —125° 
Summe 308,1 mg% 





Die Menge wird bei diesem praparativen Aufarbeiten wohl nicht quantitativ 
erfaBt. Auch scheint ein Teil der Dicarbonsaiuren bei der Veresterung zum 
Triglycerid entfernt zu werden. Die langerkettigen Dicarbonsiuren werden bei 
der Verfiitterung zu niederen Dicarbonsaéuren abgebaut und als Sebacinsidure, 
Azelainsiure, Korkséure, Pimelinsiure und Adipinsiure im Harn ausgeschie- 
den4‘) und K'). Eine Steigerung der Ausscheidung von unverzweigten Dicarbon- 
siuren im Harn gegeniiber Naturfetten gleicher Kettenlange deutet also immer 
an, daB die Ausgangsfettsiuren noch gréBere Mengen héherer Dicarbonsiuren 
enthalten**). 

AuBer Dicarbonsdiuren enthalten die Paraffinfettsiuren noch Oxy- und 
Ketosaéuren bzw. deren Lactone oder Estolide. Diese Substanzen kénnen durch 
Chromatographie der Fettsiureester iiber Kieselgel entfernt werden (WeiB und 
Pilch). Beim Auswaschen der Rohfettsiuren mit kleinen Mengen Lauge wurden, 
wie erwihnt, die starken Dicarbonsauren und daneben auch ein Teil der stirker 
sauren Oxy- und Ketosiuren vor den Fettsiuren als wasserlésliche Salze ent- 
fernt. Aus solchen Konzentraten, am besten aus dem Adsorbat an Kieselgel, kann 
man die Oxy- und Ketosiuren auch praparativ isolieren(Sch.). Sie reichern sich 
auch bei der Fraktionierung der Methylester zwischen den einzelnen n-Carbon- 
siuren an (B). Die Ketosiureester kénnen durch Behandeln mit Girards 
Reagens (Betainhydrazid), die Oxysiuren durch Herstellung der Bernsteinsiure- 
halbester mittels Bernsteinsiureanhydrids in Pyridin und alkalischer Ab- 
trennung gewonnen werden. Auf diesen Wegen wurden die unten erwihnten 
Priparate fiir die Verfiitterung hergestellt (Pilch und Sch.). Von den Oxy- 
und Ketosiuren ist nur bekannt, daB es sich wahrscheinlich um 4-, 5- und 


44) R. Emmrich u. [. Emmrich-Glaser, diese Z. 266, 183 (1940); 
R. Emmrich u. E. Héhne, Ber. Verh. sichs.. Akad. Wiss., Leipzig, math.- 
physische K1]. 92, 3 (1940). 

45) Hanson [Z. Ernahr. 6, 273 (1941); Z. ges. exp. Med. 113, 226 (1943)]| 
glaubt, daB die von ihm gefundene erhéhte Ausscheidung von unverzweigten 
Dicarbonsaiuren nach Verabfolgung von synthet. Fetten aus Fischer-Paraffin- 
Fettsiuren auf deren Gehalt an ungeradzahligen Fettsiuren zuriickzufiihren 
sei. Hanson haben reine Fette aus nur ungeradzahligen Fettsiuren oder syn- 
thetische Fette, die von Dicarbonsiuren, Oxysiuren, Ketosiuren oder gar ver- 
zweigten Fettsiuren befreit waren, nicht zur Verfiigung gestanden. Sein Ver- 
suchsfett war aus Fischer-Paraffin-Fettsiuren gewonnen und entsprach somit 
etwa unserm Fett G 137, es muBte also etwa 3—4% Dicarbonsiuren enthalten. 
So erklirt sich auch die von ihm gefundene erhéhte Diacidurie, wie auch die 
erhéhte Ausscheidung anderer nicht kristalliner, saurer Stoffwechselendpro- 
dukte, die wir bei unserm Fett G 137 und vielen anderen ahnlichen Fetten auch 
immer fanden. Fiir Hansons Behauptung, da8 diese erhdhten Ausscheidungen 
auf ungeradzahlige Fettsiuren zuriickzufiithren seien, bieten also seine Versuche 
keinerlei Unterlagen. Leider ist seine Behauptung von anderen Autoren 
(Hock) (1. c.2*)) und Kabelitz?) bereits ibernommen, was um so bedauerlicher 
ist, da gerade Fette aus nur ungeradzahligen Fettsiuren vielleicht doch einmal 
Bedeutung fiir die Diabetestherapie erlangen kénnten (Keil). 
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6-substituierte Siuren resp. deren Lactone oder Estolide handelt (B., WeiB). Dic 
Menge an Oxyfettsiuren bei der Kettenlinge C,; bzw. C,, betrug bei dem Rie- 

beck-Fett G 118/119 3%, bezogen auf gleiche 'Kettenlinge = 100%. Die An- 
gabe ist aber kettenlangenabhingig. So stieg z. B. die Menge an Ketosiure beim 
gleichen Material bei der Kettenlinge ©,, von 2% bis zur Kettenlinge C,, 
auf 8,6% (B). In der Beurteilung der Zahlen ist zu bedenken, daB es sich um 
ein Produkt aus einer Kleinanlage im Jahre 1939 handelt, und inzwischen 
weitere technische Fortschritte gemacht worden sind. Heute kann man etwa 
mit 1—1,5% Oxysiuren und 0,5% Ketosiuren in guten technischen Produkten 


rechnen. 


Diese Sauren sind mitbeteiligt an der Erhébung der Ausscheidung 
saurer atherléslicher Stoffwechselprodukte im Harn nach Verfiitterung. 
So zeigte ErdnuB6l, daB mit 10°, von solchen aus Paraffinfettsaiuren 
gewonnenen Oxy- oder Ketoséureglyceriden versetzt war, nach Ver- 
fiitterung an Hunde bereits eine Steigerung von 0.43 auf 0,93 bzw. 0,81 ¢ 
atherléslicher Sauren im Hern pro 100 g gefressenen Fettes (Sch. und 
K.). Sonst kommt diesen héher oxydierten Sauren toxikologisch keine 
wesentliche Bedeutung zu, wie die Zahlen in Tab. 5, Spalte 5 (G 138) 
im Vergleich mit Spalte 6 (G 169/170) zeigen. G 138/40 war ein unge- 
reinigtes, G 169/170 ein von héher oxydierten Saéuren befreites Produkt. 
das Wachstum beider Tiergruppen war gleich. Dieser Befund ist auch gut 
erklarlich. In der Margarine-Industrie verwendet man Oxyfettsdure- 
Glyceride seit langem als Emulgatoren in einer Menge von 1°, ohne 
schadliche Nebenwirkungen bemerkt zu haben“). Auch eine Unter- 
suchung von Artom*’) iiber das Wachstum von Ratten bei Oxyfett- 
siure-Glycerid-Zusatz zum Futter ergab nichts Nachteiliges**). Der Ge- 
halt der synthetischen Fette an Oxyfettsiuren zusammen mit ihrem 
wechselnden Gehalt an Diglyceriden bewirkt auch ihre bessere Emul- 
gierbarkeit gegeniiber Naturfetten fiir Fettcremes und Salben*’). Da- 
durch erklart sich u. U. auch ihre gute Vertraiglichkeit bei Magen- und 
Gallenkranken, die von Kabelitz?!) gefunden wurde, was sich auch mit 
unseren Erfahrungen deckt. Auch von Oberdisse*®*) wird ahnliches 
mitgeteilt. Obwohl die Gegenwart der héher oxydierten Sauren auf die 
Alkalireserve des Blutes keinen Einflu8 ausiibt®), ist die Entfernung 
speziell der Dicarbonsaiuren doch wiinschenswert, weil sie eine unndétige 
Belastung des Stoffwechsels darstellen. 


46) H. R. Kanitz, Z. Unters. Lebensmittel 78, 385 (1939). 

47) C. Artom, M. Gagliani u. E. Venturo, Riv. Patol. sper. ment. 8, 84 
(1937). 

48) Vel. dagegen die Befunde von D. Whipp!e, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
30, 309 (1932), mit oxydiertem Schweinefett; diese toxisehe Wirkung braucht 
aber nicht auf Oxyfettsiiureglyceriden zu beruhen. 

49) H. von Czetsch-Lindenwald u. F. Schmidt-La Baume, Salben 
und Salbengrundlagen, 8S. 7, 94 (Springer Berlin 1939). 

49a) K, Oberdisse, Z. ges. exp. Med. 114, 60 (1944). 
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Ungesattigte Fettsaiuren 


In Paraffinfettsauren kommen nur‘ kleine Mengen ungesatiigter 
Kettsiuren vor; ihre Menge steigt mit der Kettenlinge an. So betragt 
bei einem Beispiel die Menge bei der Kettenlange C,, = 1,4°%,, bei C,, = 
4,8°%, die vorhandene gleiche Kettenlainge als 100°, gerechnet (B). Die 
Lage der Doppelbindung wurde von Wei8*°) an einer aus Paraffinfett- 
siuren nach der Bromestermethode isolierten Undecylensiure durch 
Ozonisation aufgeklirt. Sie wurde hauptsachlich in 2.3- und 4.5-Stel- 
lung gefunden. Andere Spaltprodukte in kleinen Mengen lassen darauf 
schlieBen, daB auch an anderen Stellen des Molekiils Doppelbindungen 
vorkommen. Die Aufnahme des Raman-Spektrums an einer Probe. 
in der die ungesattigten Fettsiuren C,,,C,; und C,, angereichert waren, 
ergab, daB die ungesattigten Fettsauren in trans-Konfiguration vorliegen 
(Schulz-Lieseberg und B.). Dies lift vermuten, daB sie durch kata- 
lytische Wasserabspaltung aus den Oxysauren bei dem Abdestillieren des 
Unverseifbaren entstehen. Bei der katalytischen Wasserabspaltung wan- 
dert die Doppelbindung tiber die ganze Kettenlange des Molekiils*!). Fer- 
ner erhalt man dabei die trans-Konfiguration der Olefine (B) °°). Tatsach- 
lich zeigt sich auch, daB durch den ProzeB der Abdestillation des Unver- 
seifbaren die Menge der Bestandteile zuriickgeht, die eine erhéhte Diaci- 
durie bedingen. Dies ist nur dadurch erklarbar, daB ein Teil der Oxysauren 
unter Wasserabspaltung in ungesattigte Sauren iibergeht und dann keine 
Erhéhung der atherléslichen sauren Harnbestandteile mehr bedingt. 
So zeigte das aus n-Eikosan dargestellte Fett G 289, bei dem das Un- 
verseifbare mit Lésungsmitteln entfernt worden war, eine Ausscheidung 
von 1,46 g pro 100 g gefressenen Fettes, G 422 aus denselben Fettsduren. 
wobei aber das Unverseifbare abdestilliert worden war, nur eine Aus- 
scheidung von 1,01 g pro 100 g gefressenen Fettes (Kiirzinger und K.). 

Die Rolle der ungesittigten Fettsaiuren im Stoffwechsel ist immer 
noch nicht restlos geklart. Vor allem mu’ man unterscheiden zwischen 
den einfach ungesattigten Fettsiuren vom Olsiuretyp und den mehrfach 
ungesattigten Fettsauren vom Typ der Linol- und Linolensaiure, deren 
Vitamineigenschaften heute wohl nicht mehr bestritten werden (Lite- 
raturiibersicht hierzu Kaufmann)*2), Fettsdiuren des Olsaiuretyps da- 
gegen sind nach unseren Versuchen mit ungeradzahligen Fettsiuren 
offenbar nicht unbedingt notwendig, sondern scheinen nur zur Regu- 
lierung der Konsistenz des Depotfettes zu dienen. Gestiitzt wird diese 
Auffassung durch unsern Befund, daB der Koérper die einfach unge- 
sittigten Fettséuren aus den gesattigten zu bilden vermag und diese 
‘ahigkeit auch in groBem AusmaB benutzt. Die Méglichkeit hierzu 


5°) Unveroffentlicht; bei rein thermischer Spaltung entsteht dagegen die 
cis-Konfiguration (B). 

51) F, Asinger, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1247 (1942); F. Asinger u. 
H. Eckholdt, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 585 (1943). 

2) H. P. Kaufmann, Fette u. Seifen 51, 215 (1944). 
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zeigten schon Arbeiten von Lang und Mitarbeitern!*), ferner von 
Mazza*) sowie Josii'®), die eine Fettsiuredehydrase auffanden. Daf 
auch im lebenden Organismus solche Reaktionen ablaufen, war aus 
Arbeiten von Schénheimer und Rittenberg™) zu ersehen, die 
deuterierte Fette als Indikatoren anwandten. DaB dieser ProzeB sich 


aber in erheblichem Umfang abspielt, glauben wir zum ersten Male’ 


iiberzeugend mit Hilfe der ungeradzahligen Fettséuren als Indikator 
bewiesen zu haben (B.). Da Deuterium als Indikator wegen seiner 
leichten Um- und Einbauméglichkeit mit Vorsicht zu beurteilen ist, 
zeigen unter anderm auch die entgegengesetzten Befunde, die Kégl und 
Mitarbeiter®) mittels Deuteriums, D. Rittenberg und Mitarbeiter®*) 
mittels N 5 bei der d-Glutaminsaure in Tumorgeweben erhalten haben. 

Linolséure gaben wir unseren Versuchsfetten immer in kleiner 
Menge in Form von WalnuBél zu (pro kg Fett 10 ccm), so da8B wir zu 
ihrer Notwendigkeit oder Entbehrlichkeit keine eigene Stellung nehmen 
kénnen. Sicher sind nur kleine Mengen notwendig, das zeigen auch die 
guten Rattenwachstumskurven mit Cocosfett, in dem nur 1—2% Linol- 
siure vorhanden ist, die auch durch Fiitterung mit einem linolsaure- 
reichen Fett wie Lein6l nicht iibertroffen wurden. Aber wenn man auch 
nicht die Wachstumsgeschwindigkeit als einziges MaB anerkennen will, 
sondern priift, wie der Organismus sich in Mangelzeiten verhalt, kommt 
man zum gleichen Ergebnis. Wir (A. und B.) lieBen 3 Gruppen von je 
15 Ratten, die 119 Tage mit 15°/, Leinél, Cocosfett bzw. synthet. Rie - 
beck-Fett in der Nahrung gefiittert waren, bei kleiner, fiir alle Tiere 
gleichen Kohlehydratzulage verhungern (Tab. 7). 

Die Lebensdauer der Versuchstiere im Hungerversuch war nach 
Verfiitterung von so verschiedenartigen Fetten wie Leinél und synthet. 
Fett gleich, nur bei mit Cocosfett gefiitterten Tieren verhielt sie sich 
giinstiger. Diese Tiergruppe hatte aber auch das héchste Gewicht zu 
Beginn des Versuchs. Der Korperfettgehalt war bei Eintritt des Hunger- 
todes in allen drei Gruppen auf annahernd die gleiche GréBe abge- 
sunken. Nach diesem und weiteren ahnlichen Versuchen besteht keine 
Notwendigkeit, daB Nahrungsfette gréBere Mengen einfach ungesattigter 
Fettsiuren enthalten miiBten, jedoch sollten sie einen Schmelzpunkt 
unter Korpertemperatur besitzen, um bestmégliche Resorption zu ge- 
wahrleisten. Auch Oberdisse”) schlieBt aus dem Verlauf der von ihm 
aufgenommenen Blutfett- und Blutacetonkurven bei synthet. Fetten 
auf ihre glatte Verbrennung im intermediaren Stoffwechsel und bestatigt 
somit auf anderem Wege unsere Feststellung. 


53) F. P. Mazza, Atti R. Accad. naz. Lincei, Rend. (6) 17, 476 (1933). 
54) R. Schoenheimer u. D. Rittenberg, J. biol. Chemistry 113, 505 
(1936). 


55) F. Kégel, H. Erxleben u. G. J. van Veersen, diese Z. 277, 251 
(1943). 
56) D. Rittenberg, 8. Graff u. G. S. Foster, J. biol. Chemistry 133, 


745 (1940). 
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Synthesefett 
: Kokosfett a G 118/119 aus 
was Leiné! Riebeck- 
i Paraffin- 
Fettsiuren 
1.Kérpergewicht im Mittel von 15 ee ; = 
Tieren zu Beginn des Hungerversuchs in g ae 298 279 
2.Kadavergewicht im Mittel von 15 
Tieren nach dem Hungertod in g 168 168 150 
3. Kérperfettsauren (ohne Leber- und 
Hirnfetts.) in % des Kadavergewichts bei der ; , 
Kontrollgruppe zu Beginn des Hungerver- — 14,91 11,96 
suchs 
4.Kérperfettsauren (ohne Leber- und 
Hirnfetts.) in % des Kadavergewichts nach 0,70 1,36 0,80 
dem Hungertod (Mittel von 15 Tieren! 
5. Lebensdauer in Tagen im Mittel von |,, aa ae aay 
15 Tieren bis Eintritt des Hungertodes 22,4 + 0,6/17,6 + 1,3 17 + 0,9 











Tab. 7 (A. u. B.). Gruppen von je 15 Ratten 119 Tage gefiittert mit 15% des 
angegebenen Fettes im Grundfutter. 


Unverseifbares 


Das Unverseifbare bei natiirlichen Fetten besteht aus Sterinen, 
Vitaminen, Kohlenwasserstoffen und anderen z.Tl. noch unbekannten 
Substanzen. Das Unverseifbare bei synthet. Fetten besteht aus un- 
angegriffenen Paraffinen, Fettalkoholen und Ketonen. Seine Menge liegt 
unter 1% (oft nur wenige Zehntelprozent). Es ist nicht anzunehmen, daB 
die kleinen Mengen relativ schwer resorbierbarer®’) Paraffine auch bei 
chronischer Verfiitterung toxisch wirken. Das langere Zeit an, Ratten 
verfiitterte Unverseifbare wurde ohne sichtlichen Einflu8 vertragen (K). 
Die schadlichen Wirkungen, die nach chronischem Gebrauch von Pa- 
raffinum liquidum beschrieben werden ®*), werden nicht durch Paraffine, 
sondern durch Naphthene verursacht, aus denen das Paraffinum liqui- 
dum fast ganz besteht. Fettalkohole werden, wie de Witt-Stetten®) 
nachwies, im Organismus in Fettséuren verwandelt und als solche weiter 
abgebaut. In neuerer Zeit konnte der gleiche Autor mit Hilfe der Deu- 
terium-Indikatormethode es wahrscheinlich machen, daB die kleinen 
resorbierbaren Mengen an n-Paraffin (Hexadekan) vom Organismus 
ebenfalls zu Séuren oxydiert werden kénnen®), Durch die Weiterent- 


57) In Emulsionsform ist die Resorbierbarkeit nach A. C. Frazer, H. C. 
Steward u. I. H. Schulman, Nature [London] 149, 198 (1924), erleichtert. 

58) I. W. Morgan, J. Amer. med. Assoc. 117, 1335 (1941). 

59) De-Witt, Stetten jun. u. R. Schoenheimer, J. biol. Chemistry 
133, 347 (1940). 

60) De-Witt, J. biol. Chemistry 147, 327 (1943). 
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wicklung der Technik ist ferner zu hoffen, daB das Unverseifbare in den 
Fettsduren kiinftig noch weiter gesenkt werden kann. 


Die erwahnten Versuche wurden in den Jahren 1937 —1944 ausge- 
fiihrt. 


Zusammenfassung 


Synthetische Fette aus Glycerin und durch Oxydation von Paraffin 
gewonnenen Fettsdiuren wurden auf Haltbarkeit, Vertraglichkeit und 
etwaige Giftigkeit in Tier- und Menschenversuchen gepriift. Die ver- 
arbeiteten Paraffine waren aus Braunkohlenschwelteer (Riebeck- 
Paraffin), durch milde Hydrierung von Braunkohle (TTH-Paraffin) oder 
aus CO und H, (Fischer-Paraffin) gewonnen. Da solche synthetischen 
Fette ungeradzahlige und in wechselnden Mengen verzweigte Fettsauren, 
Oxy-, Ketoséuren und Dicarbonsauren enthalten, wahrend andererseits 
die in Naturfetten vorkommenden ungesattigten Fettsiuren nicht vor- 
handen sind, wurde besonders auf das Verhalten solcher Substanzen 
geachtet. Von Lipase werden sie ebenso weitgehend gespalten, wie die 
in der Konsistenz entsprechenden Naturfette. Auch ohne Zusatz unge- 
sattigter Fettsiuren senken sie den Respiratorischen Quotienten. 

Die zu etwa 50°, vorhandenen ungeradzahligen Fettsduren ver- 
halten sich praktisch ebenso wie geradzahlige Fettsiéuren. Da im Depot- 
fett von Tieren, die nur Fett aus ungeradzahligen, gesattigten Fett- 
siuren erhielten, ungeradzahlige, ungesattigte Fettsiuren aufgefunden 
wurden (C,,, Cy3, C,;, C17, Cy9, alle mit der Doppelbindung in 9.10-Stel- 
lung und cis-Verbindungen), ist die Dehydrierung der Fettsaéuren im 
KG6rper auf einem neuen Weg erwiesen. In Milchfett von mit syntheti- 
schem Fett gefiitterten Schafen waren unterhalb C,, keine ungerad- 
zahligen Fettsiuren vorhanden, wohl aber héhermolekulare; dies ist 
eine Stiitze fiir die Auffassung, dai die niederen Fettsauren des Milch- 
fettes nicht durch Abbau von héheren Fettsauren, sondern durch Auf- 
bau aus Kohlehydraten gebildet werden. Das Vorkommen reichlicher 
Mengen Palmitin- und Olsaéure in Depotfetten nach Verfiitterung nur 
ungeradzahliger Fette zeigt weiter, dafs dieser Aufbau auch dann statt- 
findet, wenn dem Organismus geniigend (ungeradzahliges) Fett zur Ver- 
fiigung steht. 

Verzweigte Fettsauren sind in allen synthetischen Fetten nach- 
weisbar, reichlicher in dem aus Fischer-Paraffin erzeugten Pro- 
dukt. Es wurden 2-, 3- und 4-methylverzweigte Fettsauren festgestellt. 
Im Depotfett werden nur sehr geringe Mengen solcher Sauren abge- 
lagert; der gr6Bte Teil wird im Urin ausgeschieden, z.Tl. in Form von 
niedrigmolekularen verzweigten Fettsauren (etwa bis C,,), und als 
Dicarbonsauren. Es treten aber auch gréfere Mengen saurer nicht kri- 
stallisierbarer Produkte noch unbekannter Konstitution im Harn auf. 
Dies zeigten im einzelnen die mit reinen verzweigten Fettsaéuren vor- 
genommenen Vergleichsversuche. Methylverzweigte Fettsauren lieferten 
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nur geringe Mengen saurer Ausscheidungsprodukte im Harn. Bei Ver- 
fiitterung von synthetischen Fetten ist ebenfalls die Ausscheidung saurer 
Produkte im Urin etwas erhéht. Synthetisches Fett aus n-Eikosan ergibt 
erheblich geringere Mengen saurer Bestandteile im Harn, desgleichen 
solche Fette, die von verzweigten Fettsauren befreit worden waren. 
Hingegen fiihrte die Verfiitterung der Glyceride aus den angereicherten 
verzweigten Fettséuren zu einer erhéhten Ausscheidung und zu toxi- 
schen Erscheinungen. Die Entfernung der verzweigten Fettsaiuren kann 
durch Umkristallisation des Paraffins oder der Fettsiuren geschehen. 
Bei Wachstumsversuchen an Ratten ergab sich optimales Wachstum, 
wenn die Nahrung 10°, Fett enthielt. Wurden Naturfette verwendet, 
so war das Wachstum auch bei 20 und 30°, Fett gleich gut, nicht aber 
bei synthetischen Fetten, die verzweigte Fettsiuren enthielten. Hier 
war das Wachstum bei héheren Dosen schlechter.' Nach Entfernung der 
verzweigten Fettsiuren verhielten sie sich aber ahnlich wie natiirliche 
Fette. 

Niedere Fettsiuren und zwar sowohl die natiirlichen Cy, C,, Cy, 
und die synthetischen C,—C,, einschlieBlich der ungeradzahligen, fiihr- 
ten, als Glyceride mit Cocosfett 1:3 gemischt, nur zu einer geringen 
Erhéhung der Diacidurie. Das Wachstum der Ratten war normal. 
Wurden die Wachstumsversuche mit begrenzten Futtermengen durch- 
gefiihrt, so daB stets alles Futter von den Tieren aufgezehrt wurde, so 
war das Bild im wesentlichen das gleiche. 

Dicarbonsauren sind in den synthetischen Fettsauren in einer 
Menge von 3—4%, vorhanden; sie kénnen durch Behandeln der Fett- 
siuren mit einem Unterschu8 an Lauge oder zusammen mit den anderen 
iiberoxydierten Sauren durch Adsorption an Kieselgel abgetrennt wer- 
den; bei der fraktionierten Destillation der Fettsaduren reichern sie sich 
in den Zwischenfraktionen an. Es wurden alle Dicarbonsduren von 
C,—C,, aufgefunden. Sind solche Dicarbonséiuren in dem Fett noch 
vorhanden, so werden sie in abgebauter Form ‘als Dicarbonséuren 
C,—C,, im Urin ausgeschieden. 

Weiter kommen Oxy- und Ketosauren und deren Lactone vor. 
Man kann sie durch Girards Reagens bzw. mittels der Bernsteinsaure- 
halbester abtrennen. Sie wurden als Glyceride im Gemisch mit Erdnuf6l 
verfiittert und erhdhten ebenfalls die Ausscheidung saurer Bestandteile 
im Urin. Entfernt man auch diese Sauren, so ist das synthetische Fett 
dem Naturfett beim Wachstumsversuch véllig gleich. 

Ungesattigte Fettsiuren sind nur in sehr kleinen Mengen in den 
*araffinfettsauren vorhanden. Wahrscheinlich entstehen sie durch Ab- 
spaltung von Wasser aus Oxysauren. Es handelt sich um Sauren aller 
Kettenlangen; sie haben trans-Konfiguration und die Doppelbindungen 
bevorzugt in 2.3- und 4.5-Stellung. {Da eine Dehydrierung von ge- 
sittigten Fettsiuren im KGrper stattfindet, ist eine Zugabe von natiir- 
lich vorkommenden ungesattigten Fettséuren (vielleicht mit Ausnahme 
der Linolsaure, die Vitamincharakter hat) iiberfliissig. Die bei Fiitterung 
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von Ratten mit stark ungesattigten Fetten einerseits und dem nahezu 30 
gesaittigten synthetischen Fett andrerseits abgelagerten Depotfette wer- Be 
den beim Hungern in gleicher Weise abgebaut. di 
Das aus Paraffin, Fettalkoholen und Ketonen bestehende Unver- hi 
seifbare erwies sich ebenfalls als nicht giftig und wird in den in Frage 
kommenden Mengen (unter 1°%,) ohne Schadigung vertragen. 
I 
Synthesen einiger Bausteine von Gallenfarbstoffen 
mit Vinylgruppe 2) De 
zu 
Von in 
: Albrecht Hiini und Friedel Frank 
Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Januar 1946) 
Zur Synthese der vier isomeren Bilirubine?), von denen bisher nur 
das a-Bilirubin beobachtet und synthetisiert werden konnte?), bendtigt 
man, will man den von H. Fischer und H. Plieninger?) beschrittenen gel 
Weg wihlen, folgende Pyrrole: m 
‘io 
H,C-; | -PS H,C- PS H,C -;——— - PSU 
| I HI | 
HO - \ - OH HO: | 
i \ / ‘ wd 
NH NH NH 
H,C PSU H,C - PS H,C -; PS 
IV V VI | her 
!. OH OHC («CHO gru 
‘i \ - ¥ A Un 
NH NH N 
H,C-; - PSU aeC- - PSU X 
VII VIII 
aN Ps - CHO 
N NH 
PS = — CH,-CH,-COOH PSU CH, -CH,-NH-COOC,H, 
Hiervon sind noch VI—VIII unbekannt. Neuartig an VII und VIII ist 
die Kombination von Aldehyd und Urethangruppe. Will man zur Syn- 
these eines solchen Aldehyds von einem Pyrrolaldehyd wie V ausgehen, ~ 
1) 38. Mitteil. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 37. Mitteil., diese Z. Dj 
282, 96 (1947). ” 
®) H. Fischer u. H. Plieninger, diese Z. 274, 234 (1942). , 
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so st6Bt man auf Schwierigkeiten, da der Formylrest bei der spateren 
Behandlung des Esters mit Hydrazinhydrat in erster Linie reagiert. Um 
dies zu vermeiden, beniitzen wir das Oxim*) des Aldehyds V und er- 
hielten so den Ester IX und das Hydrazid X: 


H,C -,-—,- PSCH, H.C.) CH, -CH,-CO 
IX | | c | | NH 
_ |-cH:Non |. CH: NOH NH, 


»” 4 
H 


Doch blieb einer Umsetzung zum Azid der Erfolg versagt. — Man kénnte 
zu VII oder VIII auch durch nachtragliche Einfiihrung des Formylrestes 
in das noch unbekannte Opsosaureurethan 


H,C - ;—) - CH, - CH, - NH - COOC,H, 


gelangen, doch scheiterten neuerliche Versuche‘), das Opsoséurehydrazid 
XII in das Azid zu verwandeln, an dem stérenden Einflu8 der sehr reak- 
tionsfahigen freien a-Stellen. 

Zu weiteren Versuchen zogen wir nun das Pyrrol®) XIII 
ak CH, - CH, CO H,C- i (ii 


| vi XIII i 

; H, H,C,00C - | 

Ni 5 4 
NA H 


heran, dessen freie a-Stelle durch die gegeniiberliegende Carbathoxy- 
gruppe weitgehend inaktiviert ist. Es gelang, mit diesem Pyrrol folgende 
memes” durchzufiihren : 


XII 


ae 


—.PS H,C-, POOH, 
XIII oa | . +» ae | | 
H,C,00C. \ Y eae / 
H NH 


H,C -;-— - CH, - CH, - CO. NH- NB 
XV | tl 


H,C,00C- a e 
Na 


3) H. Fischer u. Csukas, Liebigs Ann. Chem. 508, 177 (1934). 
4) Waibel, Dissertat. Technische Hochschule Miinchen 1934, vgl. auch 
Dissertat. Hiini, T. H. Miinchen 1943. 

5) Liebigs Ann. Chem. 466, 171 (1928). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 282 py 
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H,C -;———. - CH, - CH, - CON, 
XVI 
H,C,00C - 
PA 
NH 
H,C - - CH, - CH, - NH 
XVII CO00C,H, 
H,C,00C - 
NH 


Vom Urethan XVII konnten zur Stiitzung seiner Konstitution folgende 
Derivate erhalten werden: 


H,C --———,. PSU USP. -. CH, 

XVIII | | 

| {| \| 
H,C,00C - . ee '. COOC,H, 
4 a 4 ai 

NH NH 

und durch Einwirkung von Brom: 
H,C- PSU 
XIX {| 
H,C,00C - Br 


XVIII oxydiert sich nicht an der Luft, wie auch andere Dicarbathoxy- 
pyrromethane gegen Oxydation recht bestandig sind. 

In XVII konnte trotz der verminderten Reaktionsfahigkeit der 
a-Stelle mit Blausaure-Chlorwasserstoff der Formylrest eingefiihrt 
werden. So erhielten wir in guter Ausbeute: 


H,C- - CH, - CH, - NH - COOC,H, 
XX 
H,¢,00c-( —|'. CHO 
5 ae 
NH 
Dieser Aldehyd bietet als Kupplungskomponente mit a-freien Pyrrolen 
eine schéne Basis zu mehrkernigen Urethan- und auch Vinylverbin- 
dungen. 
Er wurde gekennzeichnet durch seine Reaktion mit Neoxantho- 
bilirubinsdéure-methylester zu dem Tripyrren X XI, 
H.C. - C,H, H,C- . PSCH, USP. CH, 
XXI | | 
. HO. - ces. cH ——! _!.c000,H, 














(1947 


ende 


ihrt 


len 
yin- 





Bd. 282 (1947) Synthesen einiger Bausteiné von Gallenfarbstoffen 247 


welches, mit Zinkacetat in Methanol versetzt, die charakteristischen 
Banden der Tripyrrene aufweist. 
Durch Verseifen von XX in Natronlauge entsteht das Pyrrol X XII. 


H,C -——. PSU 
XXII | 


HOOC.-. |, CHO 
be 
NH 


Hier konnte die gewiinschte Decarboxylierung zu VIII nicht durchge- 
fiihrt werden ; in Verbindung mit Opsopyrrolcarbonsaure I jedoch eignet 
sich das Pyrrol XXII durchaus zum Aufbau von Bilirubinoiden, denn 
im Oxypyrromethen XXIII a, hergestellt wie folgt, 


. PSU SP. . CH, 


NaOH 
XXII Si 1 — 
CH 


XXilla 


ist die Carboxylgruppe verhaltnismaBig labil gebunden. So reagiert 
XXIILa mit Aldehyden zu Tripyrrenen und mit Essigsiureanhydrid- 
Ameisensaure zu einem Glaukobilin, was nur durch leichte Elimination 
der Carboxylgruppe zu erklaren ist. Es ist so die Méglichkeit gegeben. 
Korper VIII zu umgehen, womit die Zah] der fehlenden Bausteine um 
eine verringert ist. —- Von XVII ausgehend kénnte man durch De- 
carboxylieren des Verseifungsproduktes 


H,C- - PSU 
| 


zu dem schon friiher erwahnten Opsosaureurethan XI gelangen; wir er- 
hielten auch beim Erhitzen von XXIV nach Decarboxylierung im Va- 
kuum ein wasserhelles Destillat neben wenig hochschmelzenden Kristal- 
len, doch konnte fiir die Konstitution XI noch keim exakter Beweis er- 
bracht werden. Die Ehrlichsche Reaktion allerdings entspricht der 
eines a,a’-freien Pyrrols. 

Wie wir gesehen haben, gestaltet sich die Gewinnung von Korpern 
wie VII und VIII sehr schwierig. 

Oxypyrrolaldehyde wiirden die Synthesemdglichkeiten stark ver- 
mehren. Trotzdem die Reaktionsfahigkeit des Bromatoms in XXV 


i ST 
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B,C. - P8 
XXV | 

ne / Br 

NH 

durch Umsetzung zum Anilid 

H.C. —,- PS 

XXVI | | 

| 

OHC «|. y NH - C,H 
NH 


erwiesen wurde, setzte es allen Verseifungsversuchen hartnackigen Wider- 
stand entgegen. Ebenso verhalt sich der aus XIII hergestellte Brom- 
kérper XXVII, von dem aus iibrigens iiber. folgende Zwischenstufen 
XIX erhalten werden konnte: 











H,C-,-——- PS H,C --——- PSCH, 
XXVII | | - XXVIII ! | . 
scene yy nieieilin Br 
NH Na 
H,C - | j CH, CH, - CO 
XXIX | Nu 
l 
H,C,00C - I Be NH, 
os sy 2 
NH 
H,C -;- - 7)-CH, - CH, - CON, H.C. | CH, -CH, - NH 
i| | |} | 
| ad | COOC,H, 
vane, P oa ee. Yo 
NH NH 
XXX XIX 


So bleibt fiir die Gewinnung von Kérper VII noch der Weg der Isolierung 
von XI, um an diesem die Einfiihrung des Formylrestes zu versuchen. 


Versuche 


Methylester des Opsopyrrol-carbonsiure-aldoxims (IX). 


1 g des Aldoxims wird in abso]. Ather suspendiert und solange mit Diazo- 
methan verestert, bis fast vollstindige Lésung eingetreten ist. Nach Beendigung 
der Gasentwicklung wird von etwaigem Riickstand abfiltriert und der Ather 
abdestilliert. Der Ester kristallisiert beim Reiben mit dem Glasstab in gelblichen 
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Nadeln vom Schmp. 72°. Leicht léslich in Ather und Methanol. Ausb. 80—90 %. 
Zur Analyse wurde aus absol. Ather kristallisiert. 

4,800 mg Sbst.: 1,066 cem n/50-KSCN. 

C19 H,, Os Nz (210,1). Ber. OCH, 14,76. Gef. OCH, 13,78. 


Hydrazid des Opsopyrrolcarbonséurealdoxims (X). 

1 g des Esters [X wird in 50 ccm Methanol gelést, mit 1 ecm Hydrazin- 
hydrat versetzt und auf dem Wasserbad 14 S:de. erhitzt. Dann wird im Vakuum 
eingeengt, bis das Hydrazid in weiBen Nadeln auskristallisiert. Schmp. 193°, 
léslich in Methanol und Athanol, schwer léslich in Ather. Zur Analyse aus Me- 
thanol umkristallisiert. 

4,495 mg Sbst.: 1,109 cem N, (21,5°, 720 mm). 


C, H,, 0; N, (210.1). Ber. N 26,6. Gef. N 26,56. 
3-Methyl-2-carbithoxy-pyrrol-propionsaure-(4)- ieipeiee 
(XIV). 


In einem 100 cem-Schwertkolben werden je 20 g Estersiure decarboxy- 
liert und destilliert*). Das Destillat wird ohne Kristallisation direkt mit Methy]- 
alkohol-Chlorwasserstoff versetzt und bis zur vollstandigen Lésung, am besten 
iiber Nacht, stehen gelassen. Am anderen Tag wird im Vakuum getrocknet 
(bei 60°), mit Ather aufgenommen und mit Sodalésung gewaschen. Nach dem 
Trocknen mit Calciumchlorid wird eingeengt: WeiBe Rhomben vom Schmp. 
98°. Ausb. 7—8 g Ester aus 20 g Estersiure. 

3-Methyl-2-carbithoxy-pyrrol-propionsiure-(4)-hydrazid(XV). 

28 g des Esters XIV werden in 70 ccm Methanol geliést und mit 10 g 
Hydrazinhydrat versetzt. Die Lésung wird auf dem Wasserbad eingeengt, 
bis beim Erkalten spontan Kristallisation eintritt. Der Kristallbrei wird ab- 
genutscht und zuerst mit kaltem Methanol, dann mit Ather gewaschen. Ausb. 
80—90% der Theorie. Das Hydrazid kristallisiert in schénen weiBen Nadeln 
vom Schmp. 168°. Zur Analyse wurde zweimal mit Methanol extrahiert. 

4,964 mg Sbst. (bei 40° i. V. getr.): 6,019 mg CO,, 3,179 mg H,0. 

C,, H,, O; N,; (239,16). Ber. C 55,19, H 7,16. Gef. C 55,02, H 7,17. 

3-Methyl-2-carbathoxy-pyrrol-propionsiure-(4)-azid (XVI). 

24 g Hydrazid XV werden in méglichst wenig 2-n. Salzsiure gelést, die 
Losung mit 20 ccm Wasser verdiinnt und unter Kiihlung und Riihren bei — 3°C . 
bis zur Blauung von Jodkali-Stirkepapier mit einer gesittigten Lésung von 
Natriumnitrit in Wasser versetzt. Es fallt ein weiBer bis hellbrauner Kristallbrei 
aus. Nach 10 Min. langem Stehenlassen in Eis wird abgenutscht und mit wenig 
Wasser gewaschen. Das Azid wird itber Nacht im Exsiccator ber Atzkali ge- 
trocknet. Es verpufft explosionsartig in der Flamme und ist nicht lange haltbar. 
Ausb. 20 g. 

3-Metyl-1-athyl-(w-urethan)-2-carbathoxy-pyrrol (XVII). 

20 g Azid XVI werden in 200 cem absol. Athylalkohol auf dem Wasser- 
bad gelést, wobei in der Hitze stiirmische Gasentwicklung eintritt. Die Lésung 
wird auf dem Wasserbad eingeengt, die braune Fliissigkeit iiber Nacht in einer 
Kristallisierschale stehen gelassen. Das erstarrte graubraune Urethan wird nun 
aus der Hiilse mit Ather extrahiert, wobei die allerersten Anteile Ather abge- 
trennt werden miissen, da sie viel Verunreinigungen enthalten. Aus dem iibrigen 
Ather kristallisiert das Urethan spontan in “weiBen Platten vom Sc hmp. 75°. 
Das Produkt ist schwer léslich in Ather. leicht in Methanol, es zeigt eine sechwach 
positive Ehrlichsche Reaktion. 

3,599 mg Sbst. (bei 30° i. V. getr.): 0,345 ecm N, (21°, 722 mm). 

Cy3 Ho» O, Nz (268,17). Ber. N 10,45. Gef. N 10,57. 


6) Nach H. Fischer, F. Friedrich, Lamatsch u. Morgenroth, Liebigs 
Ann. Chem. 466, 171 (1928). 
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4.4’- Dimethyl-3.3’-diathyl-(w-urethan)-5.5’-dicarbathoxy-pyr- 
romethan (XVIII). 

0,5 g Carbithoxyurethan XVII werden in 5ccm Methanol gelést 
und 0,5 ecm Formalin sowie 3 Tropfen konz. Salzsiure zugegeben. Man kocht 
kurz auf und laBt stehen, bis sich das Pyrromethan in weiBen Scheiben. abge- 
schieden hat, Schmp. 240°. Zur Analyse wurde mit Methanol extrahiert. Ausb. 
80 mg. 

3,651 mg Sbst. (bei 60° i. V. getr.): 1,336 cem n/50-KSCN. 

C., Hy Og Ny (548,35). Ber. OC.H; 32,85. Gef. OC,H,; 32,96. 


5-Brom-3-methyl-4-athyl-(w-urethan)-2-carbithoxy-pyrrol 
(XIX). 

1,5 g Carbithoxyurethan XVII werden mit der ber. Menge Brom 
nach Anteigen mit 2 ccm Eisessig langsam verriihrt. Das Urethan geht in Lésung. 
Nach 2 Stdn, beginnen sich Kristalle abzuscheiden. Wenn das Reaktionsgemisch 
fast véllig erstarrt ist, was etwa 3—4 Stdn. dauert, wird abgenutscht und mit 
wenig Eisessig gewaschen. Aus verd. Essigsiure weiBe Nadeln vom Schmp. 163°. 
Ausb. 80—90%. ; 

3,953 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 0,315 cem N, (23°, 724,56 mm). — 
5,579 mg Sbst.: 1,66 cem »/100-AgNO,. 

C,, H,, O, N, Br (347,2). Ber. N 8,07, Br 23,01. Gef. N 8,69, Br 23,78. 


3-Methyl-4-athyl-(w-urethan)-5-formyl-2-carbithoxy-pyrrol 
(XX). 

10 g Urethan XVII werden in 30 ccm wasserfreier Blausaiure aufge- 
schlimmt und unter guter Kiithlung 3 Stdn. lang ein gut getrockneter, kraftiger 
Chlorwasserstoffstrom durchgeleitet. Das Iminhydrochlorid wird alsbald fest. 
Man zerbréckelt es und saugt die anhaftende Blausiiure und den Chlorwasser- 
stoff 2—3 Stdn. lang an der Wasserstrahlpumpe ab, dann lést man in 300 bis 
400 ccm Eiswasser, filtriert sofort und laBt stehen. Nach 12 Stdn. hat sich dann 
der Aldehyd in verfilzten briiunlichen Nadeln abgesetzt. Man nutscht ab und 
extrahiert mit Ather. Schmp. 138°. Hellgelbe Nadeln, mittelschwer léslich in 
Alkohol. 

1,635 mg Sbst. (bei 60° i. V. getr.): 0,141 cem N, (23°, 727 mm). 

C,, H., 0; N. (296,17). Ber. N 9,45. Gef. N 9,51. 


1’-Oxy-6’-carbathoxy-1.3.6-trimethyl- 2-athyl-5-athyl-(o- 
urethan)-tripyrryl-(2’a,4’f)-dien-propionsaure- (4)- methylester 
(XX1). 

290 mg Neoxanthobilirubinsiure-methylester und 260 mg Alde- 
hyd XX werden in Methanol aufgeschlimmt und mit 5 ccm 48-proz. Bromwasser- 
stoffsiure versetzt. Nach 2 Stdn. ist die Kondensation beendet. Man gibt zu 
der rotvioletten Lésung viel Chloroform und schiittelt mit Wasser aus. Die ge- 
trocknete und eingeengte Chloroformlésung wird an Aluminiumoxyd chromato- 
graphiert, wobei von braunen Verunreinigungen leicht abgetrennt werden kann. 
Durch Verdriingen des Chloroforms mit Methanol und Einengen erhilt man 
verfilzte gelbrote Nadeln vom Schmp. 143°. Sie sind leicht léslich in Chloroform, 
schwerer in Methanol. 

2,885 mg Sbst. (bei 60°i. V. getr.): 6,738 mg CO,, 1,845 mg HO. — 3,677 mg, 
Sbst.: 0,309 cem N, (23°, 727 mm). 

C,, Hy, O, N, (580,34). Ber. C 64,09, H 6,95, N 9,65. 

Gef. C 63,70, H 7,12, N 9,27. 

Zu der methylalkoholischen Lésung gibt man wenige Tropfen einer Lésung 
von Zinkacetat in Athylalkohol. Es tritt blaurote Fluorescenz auf. 

Spektrum des Zinksalzes: I. 613; IT. 556; R.d.T.: I. IT. 
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3-Methyl-4-athyl-(w-urethan)-5-formyl-2-carboxy- pyrrol 
(XXII). 

5 g Aldehyd XX werden in 50 ccm n/2-Natronlauge auf dem Wasserbad 
bis zur Lésung erhitzt, dann wird abfiltriert und mit verd. Salzsiure unter 
Kiihlung die Carbonsiure ‘gefallt. Der feine Niederschlag wird in Ather ge- 
schiittelt. Nach dem Einengen des Athers bleibt ein grauer, kristallisierter Riick- 
stand, der aus Chloroform umkristallisiert werden kann. Der Korper ist leicht 
léslich in Soda, er kondensiert in Methanol nach Zusatz von 48-proz. Bromwasser- 
stoffsiure mit Oxypyrromethenen zu Tripyrrenen. Schmp. 148°, Ausb. 2 g. 


4,074 mg Sbst. (bei 60° i. V. getr.): 0,413 cem N,, (23°, 726 mm). 
C,,H,,O,; N, (268,14). Ber. N 10,45. Gef. N 10,18. 


5-Oxy-4,4’-dimethyl-3’-athyl-(w-urethan)-5’-carboxy-pyr.- 
romethen-propionsaure-(3) (XXIII a). 

1 g Aldehydcarbonsaure XXII werden mit 0,7 g Oxyopsopyrrol- 
carbonsaure I in 50 ccm 2-n.Natronlauge 45 Min. auf dem siedenden Wasser- 
bad erhitzt. Dann wird unter Kiihlung mit 2-n.Salzsiure gefallt. Das gelbe 
Oxypyrromethen wird abgenutscht und mit Wasser gewaschen. Es ist schwer 
léslich in Methylalkohol und Chloroform, etwas leichter in Pyridin. Aus Pyridin 
wird ein gelbes Pulver erhalten, welches bis 300° keinen Schmelzpunkt zeigt. 

3,245 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 6,165 mg CO,, 1,641 mg H,O. 

C,) H,; O; Ns (419,22). Ber. C 57,25, H 6,01. Gef. C 56,86, H 6,69. 


5-Oxy-4.4’-dimethyl-3’-(w-amino-athyl)-5’- carboxy -pyrro- 
methen (XXIII b). 

1 g des Carbithoxyaldehyds XX wird in 20 cem 2-n. Natronlauge bis 
zur Lésung gekocht, dann wird filtriert, mit 1,6 g Atznatron versetzt und mit 
600 mg Oxy- opsopyrrolcarbonsaure 2 Stdn. erhitzt. Dann wird die Lésung 
bis auf 10 cem eingeengt, mit Natriumacetat versetzt und mit 2-n.Salzsiure 
gefillt, wobei gekiihlt werden mu8. Das Oxypyrromethen fallt in fast 60-proz. 
Ausbeute aus. Es ist schwer léslich in Methanol und Chloroform. Schmp. 198°. 

5,062 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 10,676 mg CO,, 9,802 mg H,0. — 
4,352 mg Sbst.: 0,503 cem N, (20°, 723 mm). 

C,, H., 0; N; (347,18). Ber. C 58,76, H 6,10, N 12,11. 

Gef. C 58,68, H 6,32, N 12,81. 

Dieses Oxypyrromethen (X XIII b) wird in 30 cem Ameisensaure und 10 ccm 
Essigsiureanhydrid auf dem Wasserbad erhitzt, bis unter Aufschiumen voll- 
stindiger Farbumschlag nach Rotblau erreicht ist. Dann wird im Vakuum 
schnell zur Trockene gedampft und der Riickstand in Methanol angerieben, 
wobei sich das Glaukobilin in fein verteilter Form abscheidet. Es ist schwer 
léslich in Chloroform und Methanol. Es konnte nicht kristallisiert erhalten 
werden, auch die Chromatographie des Esters blieb erfolglos. Jodzinkspektrum: 
617 mu. 

3-Methyl-4-athyl-(m-urethan)-2-carboxy-pyrrol (XXIV). 

1 g der Carbathoxyverbindung XVII wird in n-Natronlauge 15 Min. 
gekocht, dann wird abfiltriert und der Riickstand nochmals ebenso behandelt. 
Die vereinigten Filtrate werden unter Kiihlung mit verd. Salzsiure versetzt, 
bis die Carbonsiure ausgefallen ist. Sie wird in -Ather getrieben und die Lésung 
eingeengt. Der hellgraue Rickstand, etwa 500 mg, wird nun mit Chloroform 
extrahiert, wobei sich nur ein Teil lést. Aus dieser Lésung kristallisieren 150 mg 
vom Schmp. 163° in weiBen Kristallen aus. Sie lésen sich leicht unter Schiumen 
in Soda und zeigen eine sehr starke Ehrlichsche Reaktion. Zur Analyse wurde 
aus Chloroform extrahiert. 

3,547 mg Sbst. (bei 60° i. V. getr.): 0,392 com N,, (19°, 728 mm). 

C,, H,, 0, N, (240,15). Ber. N 11,66. Gef. N 12,37. 
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Die Einfiithrung der Aldehydgruppe wurde mit Blausiure mit und ohne 
Ather versucht. Der erhaltene braune, zihe Riickstand lést sich wohl in Wasser, 
jedoch scheidet sich kein Aldehyd ab, nur dem Anschein nach Polymerisations- 
produkte. 


Decarboxylierung von XXIV. 

1 g der kristallisierten Carbonsiure wird im Schweftkolben im Olbad erhitzt. 
Bei 200° tritt Decarboxylierung ein und bei 240° geht ein wasserhelles 61 iiber, 
am SchluB begleitet von weiBen Kristallen (Schmp. 212°). Beide zeigen starke 
Ehrlichsche Reaktion. 


3-Methy!-2-formyl-5-anilido-pyrrol (XXVI). 

0,5 g Aldehyd XXV werden mit 3 ccm frisch destilliertem Anilin 12 Stdn. 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Uber Nacht kristallisiert ein gelber Stoff 
aus. Aus der Mutterlauge kann mit Ather ebenfalls Substanz gefallt werden. 

4,062 mg, Sbst.: 0,388 cem N, (21,5°, 721 mm). 

C,s Hy, O; Nz (272). Ber. N 10,29. Gef. N 10,40. 


5-Brom- ‘ methyl-2-carbithoxy- pyrrol-propionsaure - (4) 
(X XVII). 

0,5 g Pyrrol XIII werden in einem kleinen Becherglas mit Eisessig ange- 
feuchtet und mit 0,1 g Brom in wenig Eisessig versetzt. Man laBt stehen und 
filtriert vom auskristallisierenden Bromkérper aus ab. Er ist leicht léslich in 
Alkohol und Ather, umkristallisiert wird aus Eisessig-Wasser. Zur Analyse mit 
Ather extrahiert. Schmp. 103°. 

3,378 mg Sbst.: 1,1 cem n/100-AgNO,. 

Ci, H,, O,N Br (304,0). Ber. Br 26,20. Gef. Br 26,26. 


5-Brom-3-methyl-2-carbaithoxy -pyrrol-propionsaure - (4) - 
methylester (XXVIII). 

Man iibergieBt den Bromkérper X XVII mit Diazomethan in absol. Ather 
und destilliert nach beendeter Reaktion den Ather ab. Der Ester kristallisiert 
in hellen Nadeln. Schmp. 160°. Leicht léslich in Ather und Alkohol. Aush. 80%. 

4.876 mg Sbst.: 1,506 cem n/50-KSCN. 

C,. H,,O,N Br (318). Ber. OCH, 9,75. Gef. OCH, 9,7. 

5-Brom-3-methyl-2-carbathoxy -pyrrol- propionsiaure - (4) - 
hydrazid (X XIX). 

1 g des Esters wird in 50 ccm Methanol gelést und mit 1 cem Hydrazin- 
hydrat ‘auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Abdestillieren kristallisiert das 
Hydrazid aus. Mit Athanol extrahiert, weiBe Nadeln, Schmp. 199°, schwer 
léslich in Ather. 

4,761 mg Sbst.: 0,589 ccm N, (21°, 720 mm). 

C,, H,, 0; N; Br (318). Ber. N 13,33. Gef. N 13,22. 


5-Brom-3-methyl-2-carbithoxy - pyrrol-propionsaure - (4) - 
azid (XXX). 

Das Hydrazid XXIX wird in 2-n. Salzsiure gelést und unter Eis-Koch- 
salzkihlung unterhalb 0° bis zur Bliuung von Kaliumjodid-Stairkepapier mit 
Natriumnitritlésung versetzt. Das ausgefallene Azid wird abfiltriert und ge- 
trocknet. Wegen der Unbestindigkeit wird sofort zum Urethan verarbeitet. 

5-Brom-3-methyl-4-iathyl-(w- urethan) -2-carbithoxy-pyrrol 
(XIX). 

Das getrocknete Azid XXX wird in absol. Athylalkohol zum Athyl- 
urethan verkocht, die Lésung filtriert und eingeengt. Das Urethan schmilzt aus 
Kisessig-Wasser umkristallisiert bei 158°, zeigt mit dem oben hergestellten keine 
Depression und ist in den sonstigen Eigenschaften mit ihm identisch. 
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Uber Tripyrrene ') 
Von 
Albrecht Hiini 
Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Januar 1946) 


Tripyrrene?) zeichnen sich durch charakteristische Absorptions- 
banden ihrer Zink- und Kupfersalze aus. 

Diese Banden verschwinden bei der Hydrierung einer Briicken- 
doppelbindung*), wie auch an folgendem Beispiel gezeigt werden konnte : 


| . CH, 


N 
™ 


H.U.——=-0,H, H,C .———,- PSCH, SP. 


| 
i om -— 
HO. / = - 





BrH,C.- ||. COOC,H, 


I 
| + CH,OH - HBr + CH,N, 
H,C-;-—+-C,H; H,C. | = -PSCH, H,CSP -———-CH, 
| | | | | 
HO.. CH { ' on, | . COOC,H, 
\A/ be va 
Ul N NH NH 
as * Pd +.H, 
H.C. CH, H.C. | -PSCH, H,CSP-)——- CH, 
HO.| jue OH acolo: 000 | '. COOC,H, 
‘7 \ 4 Se 
IV N N NH 


PS = — CH, - CH, - CO,H; PSCH, = — CH, - CH, - COOCH,; 
Zn(CH,COO), in CH,OH = 611 mu; Cu(CH,COO), in CH,OH = 628 mu 


Die Lage der Banden wird verschoben durch die Art und die Stel- 
lung der Substituenten, wie aus der Tabelle, 8. 260, zu ersehen ist‘). 
Dort ist jeweils nur die Lage der intensivsten Bande im Rot angegeben 
nach Zusatz von Zinkacetat und Jod. 

Wie bei den Bilirubinoiden und allen Pyrrolfarbstoffen verschiebt 
die ungesattigte Vinylgruppe die Banden nach Rot und zwar um etwa 


1) 39. Mitteil. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 

°) H. Fischer u. H. Reinecke, diese Z. 259, 83 (1934; H. Plieninger, 
Dissertat. T. H. Miinchen 1941; H. Fischer u. E. Adler, diese Z. 200, 244 
(1931). 

3) H. Plieninger, Dissertat. T. H. Miinchen 1941. 

4) §. auch Dissertat. A. Hiini, T. H. Miinchen 1943. 
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9—11 mu. Ein Bromatom in 6’-Stellung verschiebt ebenfalls nach Rot 
und an den Beispielen (X, XI, XII) sieht man deutlich, daB eine Aus- 
wechslung von Methyl-Athyl- und Propionsaureestern in 1.6-Stellung 
sich auf das Spektrum kaum auswirkt. 

Die Verseifung der inaktiven 6’-Carbithoxygruppe bewirkt eine 
Verschiebung ins langwellige Gebiet um ca. 20—25 mu. Weiter zeigt das 
Kupfersalz eines solchen Tripyrrens nach Zugabe von Eisessig eine neue 
Bande bei 680 —700 my, zu deren Gunsten die alten fast ganz verblassen. 

Von besonderem Interesse sind 6’-Carboxy-tripyrrene, da sie 
aus vierkernigen bilirubinoiden Kérpern auf dem Wege oxydativer 
Spaltung entstehen kénnten, wobei ein Briicken-C-Atom zur Carboxyl- 
gruppe oxydiert wiirde. So kénnten aus Mesobilirubin folgende isomeren 
Tripyrrene entstehen : 








Hjc--——)-PS 3-H, HC - OB 
XIV | | | 
mi O cH : aa ym 
i X \ 

H,¢ CH, Hye a 6. i: 
HO. e a4 ca, ——! ¥ cl \J OH 
i Xi if \ 

B,C + CH, HC» === - PSPS | — (i, 
H0 ; ae cH | | a 
: A y 


H. Fischer und G. Niemann?®) erhielten, allerdings in schlechter 
Ausbeute, bei der Behandlung von Mesobilirubin mit Kupfersulfat und 
Ammoniak bei Luftzutritt ein kristallisiertes Kupfersalz, dessen Analyse 
auf die Konstitution XIII bzw. XIV hinwies®). Auch das Spektrum in 
Pyridin zeigte die fiir 6’-Carboxygruppen auffallige Verschiebung, jedoch 
fehlte in Eisessig die fiir solche Tripyrrene charakteristische Bande bei 
ca. 690 mu. 

Zur Aufklarung gingen wir nun daran, XIII und XIV zu syntheti- 
sieren und die Banden ihrer Kupfersalze mit den von G. Niemann 
angegebenen zu vergleichen. 

Als Ausgangssubstanzen dienten uns Neoxanthobilirubinsaure- 
methylester (I) und Iso-neoxanthobilirubinsaure-methylester, als Kupp- 


°) Diese Z. 146, 204 (1925). 
6) H. Fischer u. F. Endermann, unver6ffentlicht. 
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lungskomponente 3-Methyl-2-carbaéthoxy-5-formyl-pyrrol-propionsaure- 
(4) (XV)* 4). 
a0.,——,-™ 


H,C,00C- . CHO 


Seine Carboxyverbindung lieB sich nicht verwenden, da mit ihr die 
Kondensation stets zu bilirubinoiden, uneinheitlichen Koérpern weiter- 
geht. 

Wir gelangten durch die iibliche Kondensation mit HBr in Methanol 
und nachfolgender Veresterung zu den Tripyrrenen IV und XVI. 


H,C, -——= - CH, H,C--——- PSCH, H,CSP. . CH, 


x | 

OO. j-nanOl . ——— CH y 

N N NH 
Zn (CH,COO),-Spektrum: 611 mu; Cu (CH, COO),-Spektrum: 628 mu. 

IV schmilzt bei 145°, XVI bei 117°, wobei IV in Methanol schwerer 
léslich ist als XVI. Die Spektren der Zink- und Kupfersalzlésungen sind 
jedoch identisch, da die Verschiebung von Methyl- und Athy] sich nicht 
auswirkt. Von IV konnte das Kupfersalz vom Schmp. 175° gewonnen 
werden, die Analyse’ beweist das Vorhandensein von 1 Atom Kupfer 
im Molekiil, wie auch die Analysen des Kupfersalzes, Schmp. 208°, und 
des Zinksalzes, Schmp. 240°, beide vom Tripyrren XVI. 

Wabhrscheinlich kommt den Salzen folgende Struktur‘*) zu: 


H,C, .——= - CH, H,C- --PSCH, H,CSP.———-CH, 


0: eS oe CH __ - COOC.H, 


628 mu 


Die Spektren der Salze von IV und XVI sind identisch. IV und XVI 
wurden nun in 10-proz. methylalkoholischer KOH verscift. wobei die 
rote Farbe in eine tiefblaue umschlug. Nach dem Ansauern jedcch kehrte 
die urspriingliche Farbe der Tripyriene zuriick. Durch Ausschiitteln 
mit Chloroform erhielt man die Lésungen der beiden 6’-Carboxy- 
tripyrrene VI und XVII (im Kern I von VI sind CH, und C,H; aus- 
getauscht) [Zn (CH, COO): 634 mu, Cu (CH, COO): 648 mu, je in 
Methanol |. 


7) H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. Chem. £58, 137 (1927). 
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Aus ihnen kann man mit Ca(OH), unlésliche Kalksalze ausfallen: 
die Banden der Salze sind entsprechend der Carboxylgruppe nach Rot 
verschoben. 

Durch Verestern von XVII mit Diazomethan konnte der. Trimethy]- 
ester XVIII erhalten werden. 

Von VI und XVII stellten wir nun endlich die erstrebten Kupfer- 
salze her. 

Thre Spektren sind identisch, es diirfte ihnen folgende Struktur‘) 
zukommen : 








~ | C,H, H,C -PS SP._——. CH, 
oOo: CH —— } CH | |. COOH 
4 i 
N N— is Cu = N 


Spektrum in Pyridin: 648 my, 595 ni R. d.1.: I, IL. 
Spektrum in Eisessig: -683 mu, 627 mu R.d.1.: I, I. 


Die Analysen liefern zutreffende Werte. Der Vergleich des spektro- 
skopischen Befundes mit dem von G. Niemann angegebenen liefert 
folgendes Bild: 


Pyridin Kisessig 
G. Niemann 641 587 mu 635 580 mu 
Kupfersalz von XVII bzw. VI 648 595 my 683 627 mu 
Kupfersalz von 1V bzw. XVI 629 578 my 623 572 mu 


Nach diesem Resultat hat es den Anschein, als ob ein derartiges 
Tripyrren aus Mesobilirubin nicht zu erhalten ware. Es ist aber zu be- 
riicksichtigen, daB der Niemann-Kérper nicht durch Absorptions- 
analyse gereinigt wurde. Neue Versuche in dieser Richtung hat Dr. 
Endermann unternommen und er wird demnachst iiber seine Ergeb- 
nisse berichten. 


Versuche 


1’-Oxy-6’-carbithoxy-1.3.6-trimethyl-2-athyl-tripyrryl(2’a) - 
en-dipropionsiure-(4.5)-dimethylester (I1). 

290 mg Neoxanthobilirubinsiure-methylester(L) werden mit 320 mg 
3-Methyl-5-brommethy]l-2-carbithoxy-pyrrol-propionsaiure-(4) in 
Methanol in Ggw. von 5 cem 48-proz. Bromwasserstoffsiure 4 Stdn. in der 
Kalte kondensiert. Dann wird die rote Lésung mit viel Chloroform versetzt und 
mit Wasser ausgeschiittelt. Die eingeengte und mit Methanol versetzte Losung 
scheidet gelbe Nadeln vom Schmp. 185° aus. Ausbeute 200 mg. Das Produkt 
zeigt ohne Oxydationsmittel mit Zinkacetat in Methanol keine Fluorescenz, 
gibt man jedoch Jod zu, so tritt die Absorptionsbande bei 611 my auf. 

3,529 mg Sbst. (bei 60° i. V. getr.): 0,238 cem N, (18°, 718 mm). 

Cy, Hz; O; N, (539,32). Ber. N 7,79. Gef. N 7,47. 
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1’-Oxy-6’-carbithoxy-1.3.6-trimethyl-2-vinyl-tripyrryl(2’a, 
4’ B)-dien-dipropionsadure-(4.5)-dimethylester (III). 

300 mg Vinylneoxanthobilirubinsiure-methylester werden mit 
260 mg Aldehyd XV in 50 ccm Methanol aufgeschlammt, mit 5 ccm 48-proz. 
Bromwasserstoffsiure versetzt. Nach 2 Stdn. wird die violette Lésung mit der 
doppelten Menge Chloroform verdiinnt und mit Wasser zweimal ausgeschiittelt. 
Dann wird mit Diazomethan versetzt, eingeengt und an Aluminiumoxyd mit 
Chloroform als Eluationsmittel chromatographiert. Dabei wird leicht von braunen 
und gelben Begleitern abgetrennt. Man kristallisiert aus Methanol. Rote, in 
Chloroform leicht lésliche Nadeln vom Schmp. 146°. 

3,945 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 9,753 mg CO,, 2,406 mg H,O. 

3,560 mg, Sbst. 0,241 cem N, (19°, 724 mm). 

C,, Hy; O, N; (537,59). Ber. C 64,78, H 6,56, N 7,18. 

Gef. C 66,18, H 6,82, N 7,53. 

Spektrum mit Zinkacetat in Methanol: I. 620; II. 570; R.d.I.: I, U. 

Spektrum mit Kupferacetat in Methanol: I. 636. 

1’- Oxy-6’-carboxy-1.3.6-trimethyl-2-vinyl-tripyrryl(2’a,4’B)- 
dien-dipropionsaure- (4.5) (V). 

Obiges Tripyrren wird in 10-proz. methylalkoholischer Kalilauge 2 Stdn. 
auf dem Wasserbad gekocht. Es tritt tiefblaue Farbung auf. Nach dem An- 
siuern mit 2-n.HCl wird mit Chloroform ausgeschiittelt und das Chloroform 
durch Methanol verdringt. Rote Lésung. 

Spektrum mit Zinkacetat: 645 my. 

Spektrum mit Kupferacetat: 656 my, in Kisessig 699 my. 

1’- Oxy-6’-carbithoxy-1.3.6-trimethyl-2-aithyl-tripyrryl(2’a, 
4’B)-dien-dipropionsaure-(4.5)-dimethylester (IV). 

400 mg Neoxanthobilirubinsaure- methylester (1) werden mit 350 mg 
Aldehyd XV in Methanol aufgeschlimmt und mit 5 ccm 48-proz. Bromwasser- 
stoffsiure 2 Stdn. stehen gelassen. Nach dem Senden mit Chloroform wird 
mit Wasser ausgeschiittelt und mit Diazomethan verestert. Nach dem Einengen 
wird wie oben chromatographiert. Das Chloroform wird auf dem Wasserbad mit 
Methanol verdraingt, aus dem man nach dem Erkalten leuchtend rote Stiibchen 
vom Schmp. 145° erhalt. Sie sind leicht léslich in Chloroform und Pyridin, 
schwerer in kaltem Methanol. Ausb. 400 mg. 

3,582 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 8,599 mg CO,, 2,247 mg H,O. 

4,733 mg Sbst.: 0,333 cem N, (24°, 724,5 mm). 

C3, H;, O, N; (551,62). Ber. C 65,33, H 6,76, N 7,61. 

Gef. C 65,43, H 7,02, N 7,71. 


Spektrum mit Zinkacetat in Methanol: I. 611 my; II. 563 my; R.d. I: 


1’-Oxy-6’-carbithoxy-2.3.6-trimethyl-l-ithyl-tripyrryl(2’a, 
4’ B)-dien-dipropionsiure-(4.5)-dimethylester (XVI). 

400 mg Iso-neoxanthobilirubinsiure-methylester werden mit 
350 mg Aldehyd XV in Methanol, wie beim Isomeren (IV) beschrieben, konden- 
siert und dann in Chloroformlésung mit Diazomethan verestert. Nach dem Ein- 
engen wird, wie iiblich, chromatographiert. Das Chloroform wird danach durch 
Methanol verdringt und man erhialt daraus rote, verfilzte Nadeln vom Schmp. 
117° (ab 111° Erweichung). Mischschmp. mit TV 107°. Der Koérper ist in Methanol 
leichter léslich als das Isomere. 

5,539 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 13,335 mg CO,, 3,406 mg H,O. 
5,002 mg Sbst.: 0,364 ccm N, (24°, 723,5 mm). 
C4) H;; O; N; (551,67). Ber. C 65,33, H 6,76, N 7,61. 
Gef. C 65,68, H 6,88, N 7,97. 


Spektrum des Zinksalzes in Methanol: I. 611; II. 563; R.d.1.: I, 1. 
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Kupfersalz von IV. 

50 mg 1’-Oxy-6’-carbithoxy-1. 3. 6-trimethyl-2-athyl-tripyrry] (2’ a, 4’ p)- 
dien-dipropionsaure- (4. 5)-dimethylester (IV) werden in Methanol und wenig 
Chloroform gelést und mit methylalkoholischer Kupferacetatlésung bis zum 
Farbumschlag nach Tiefblau versetzt. Beim Einengen kristallisiert das Kupfer- 
salz in blauen Nadeln, die sich leicht in Eisessig und Pyridin lésen. Schmp. 175°. 

Spektrum in Pyridin: I. 629; II. 578; R. d.I.: I, II. 

Spektrum in Eisessig: I. 623; II. 572. R.d.I.: I, II. 

Spektrum in Methanol: I. 628. 

4,213 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 9,088 mg CO,, 2,365 mg H,O, 0,512 mg 
Asche; 4,468 mg Sbst.: 0,303 ccm N, (24°, 718 mm). 

C3) H,; O; N, Cu (613,17). Ber. C 58,76, H 5,75, N 6,85, Cu 10,36. 

Gef. C 58,83, H 6,26, N 7,29, Cu 9,71. 


Kupfersalz von XVI. 

100 mg des 1’- Oxy - 6’-carbithoxy- 2.3.6-trimethyl-l-ithyl-tripyr- 
ry1(2’a, 4’ B)-dien-dipropionsaure-(4. 5)-dimethylesters (XVI) werden 
in Methanol und Chloroform gelést und mit methylalkohol. Kupferacetatiésung 
bis zum Farbumschlag nach Blau versetzt. Dann wird auf dem Wasserbad ein- 
geengt, bis das Kupfersalz beim Erkalten in blauvioletten Nadeln auskristalli- 
siert. Es ist in Eisessig und Pyridin leicht, in Methanol und Chloroform schwerer 
léslich. Schmp. 208°. Misch-Schmp. mit dem Kupfersalz von IV: 172°. 

Spektrum in Pyridin: I. 629; II. 578; R.d.I.: I, II. 

Spektrum in Eisessig: I. 623; II. 572; R.d.I.: I, I. 

Spektrum in Methanol: I. 628 my. 

Dieser spektroskopische Befund ist identisch mit dem des Kupfersalzes 
von IV. 

4,614 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 9,787 mg CO,, 2,847 mg H.,O, 0.421 mg 
Asche. 

C5 H,; 0, N; Cu (613,17). Ber. C 58,76, H 5,75, Cu 10,36. 

Gef. C 57,83, H 6,18, Cu 10,82. 


Zinksalz von XVI. 

Eine Methanollésung des 1’-Oxy-6’-carbithoxy-2.3.6-trimethyl-2-athyl-tri- 
pyrryl (2’ a, 4’ B)-dien-dipropionsiure- (4. 5)-dimethylesters (XVI) wird mit einer 
alkohol. Zinkacetatlésung bis zum vdolligen Farbumschlag nach Rotviolett 
versetzt. Beim Einengen scheidet sich das Zinksalz feinpulverig ab. Es konnte 
wie das von H. Plieninger und H. Lichtenwald§) beschriebene Zinksalz 
nicht ganz rein erhalten werden, da es sich leicht zersetzt. Schmp. 240°. Loslich 
in Methanol mit blauroter Fluorescenz. 

Spektrum in Methanol: I. 611; Il. 563; R.d. I.: I, II. 

5,458 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 11,558 mg CO,, 2,864 mg H,O, 0.805 mg 
Asche. 

C59 H;, O, N, Zn (615). Ber. C 58,58, H 5,74, Zn 10,63. 

Gef. C 57,76, H 5,87, Zn 11,85. 


1’-Oxy-6’-carboxy-1.3.6-trimethyl-2-athyl-tripyrryl (2’a, 4’ B)- 
dien-dipropionsaéure-(4.5) (V1). 

100 mg 1’-Oxy-6’- carbathoxy- 1.3.6-trimethyl-2-athyl-tripyrry] 
(2’a, 4’ B)-dien-dipropionsiure-(4.5)-dimethylester (IV) werden in 
50 cem 10-proz. methylalkohol. Kalilauge 2 Stdn. auf dem Wasserbad gekocht, 
wobei die anfinglich tiefblaue Farbung nach Rotviolett umschligt. Dann wird 
mit Wasser verdiinnt; dabei kommt die urspriingliche rote Farbe des Tripyrrens 
wieder zum Vorschein. Nach dem Ansiuern mit 2-n. Salzsiure wird mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Die rote Lésung zeigt folgendes Spektrum mit Zinkacetat 
in Methanol: 634 my. 


8) Diese Z. 273, 206 (1942). 
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1’-Oxy-6’-carboxy-2.3.6-trimethyl-1-athyl-tripyrryl (2’ a, 4’ B)- 
dien-dipropionsidure-(4. 5) (XVII). 

100 mg des 1’- Oxy-6’- carbaithoxy-2.3.6-trimethyl-l-athyl-tripyr- 
ryl(2’a, 4’ B)-dien-dipropionsaure- (4.5)-dimethylesters (XVI) werden 
mit methylalkohol. Kali, wie oben beschrieben, verseift, mit Wasser verdiinnt und 
nach Ansduern in Chloroform geschiittelt. Man erhilt nach dem Einengen ein 
rotes Pulver vom Schmp. 218°. 

Spektrum in Zinkacetat mit Methanol: 634 muy. 

Aus der Chloroformlésung kann man durch Umschiitteln mit Kalkwasser 
das violette Calciumsalz der Verbindung fallen. 

1’-Oxy-6’-carbmethoxy-2. 3.6-trimethyl-2-iathyl-tripyrry](2’a, 
4’8)-dien- dipropionsaure- (4.5)-dimethylester (XVIII). 

50 mg 1’-Oxy-6’-carbithoxy-2. 3. 6-trimethyl-l-ithyl-tripyrry] (2’a, 
4’ B)- dten-dipropionsaure- (4. 5)-dimethylester (XVI) werden in 10-proz. 
methylalkohol. Kalilauge, wie oben beschrieben, verseift, mit Wasser verdiinnt 
und nach Ansiuern in Chloroform geschiittelt. Es wird mit Diazomethan ver- 
estert. Nach dem Einengen wird chromatographiert. Aus Methanol erhailt man 
goldglinzende Nadeln vom Schmp. 142°. Sie sind in Chloroform leicht, in 
Methanol leichter léslich. Spektrum mit Zinkacetat in Methanol: I. 608 my; 
II. 563 mu; R. d.I.: I, I. Spektrum mit Kupferacetat in Methanol: I. 622 mu; 
iI. 570 mu; R.d.I.: I, IL. 

3,622 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 0,248 ccm N, (26°, 718 mm). 

4,117 mg Sbst.: 9,791 mg CO,, 2,623 mg H,0O. 

C., H;; O, N; (537,5). Ber. C 64,78, H 6,56, N 7,81. 

Gef. C 64,86, H 7,13, N 7,38. 


Kupfersalz von VI. 

Die Lésung der 1’- Oxy-6’-carboxy-1.3.6-trimethyl-2-athyl-tripyr- 
ryl(2’a,4’ B)-dien-dipropionsaure- (4.5) (VI) in Chloroform wird mit me- 
thylalkohol. Kupferacetatlésung versetzt, bis der Farbumschlag nach Blauviolett 
eintritt. Beim Einengen auf dem siedenden Wasserbad firbt sich dann die 
Lésung rein violett. Nach dem Erkalten kristallisiert das Kupfersalz in durch- 
scheinenden griinlichen Rhomben. Es ist schwer léslich in Chloroform und 
Methanol, leicht léslich in Pyridin und Eisessig. Schmp. 263° (Zers.). Spektrum 
in Pyrid n: I. 648, II. 595, R. d. I.: I, II. Spektrum in Eisessig: I. 683, IT. 627; 
R. d. I.: I, II. Die Spektren sind identisch mit denen des Kupfersalzes von XVII. 

5,314 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 10,872 mg CO,, 2,505 mg H,O. 

4,483 mg Sbst.: 0,311 cem N, (26°, 718 mm). 

Cr H,, 0, N, Cu (557,1). Ber. C 56,05, H 4,88, N 7,54. 

Gef. C 55,79, H 5,27, N 7,48. 

Kupfersalz von XVII. 

a) Die Lésung von 1’-Oxy-6’-carboxy-2. 3. 6-trimethyl-1-athyl-tripyrryl- 
(2’ a, 4’ B)-dien-dipropionsdure-(4.5) (XVII) in Chloroform wird mit methy]l- 
alkoholischer Kupferacetatlésung I i bis der Farbumschlag nach Violett ein- 
tritt. Nach dem Vertreiben des Chloroforms durch Methanol kristallisiert beim 
Erkalten das Kupfersalz in rotbraunen prismatischen Nadeln aus. Es ist unléslich 
in kaltem Methanol, leicht léslich in Pyridin und Eisessig. Kein Schmp. bis 300°. 

3,891 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 7,945 mg CO,, 1,803 mg H,O, 0,338 mg 
Asche. — 3, 980 mg Sbst.: 0,270 ccm N, (24°, 724 mm). 

C,, H., O, N, Cu (557,1). Ber. © 56,05, H 4,88, N 7,54, Cu 11,41. 

Gef. C 55,69, H 5,18, N 7,43, Cu 11,05. 

b) Das Kupfersalz des 1’- Oxy-6’-carbithoxy-2.3.6-trimethyl-1- 
ithyl-tripyrry] (2’a, 4’ B)- dien-dipropionsaure- (4.5)-dimethylesters 
(XVI) wird in 10-proz. methylalkohol. Kalilauge 2 Stdn. auf dem Wasserbad 
gekocht. Dann wird mit Wasser verdiinnt und mit wenig Eisessig das Kupfer- 
salz von XVII gefallt. Nach dem Abnutschen wird mit Methanol gewaschen. 
Spektrum von a und b ist identisch mit dem des Kupfersalzes von VI. 

Spektrum in Pyridin: I. 648, II. 595; Spektrum in Eisessig: I. 683, II. 627. 
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Zinksalz Kupfersalz 

in CH,OH | in CH,OH | in Eisessig 

620 mu 636 my 1’- Oxy-6’-carbithoxy-1.3.6-trimethyl-2- 
vinyl-tripyrryl (2’a,4’B) - dien - dipro- 
pionsiure-(4.5)-dimethylester. 

611 mu 628 mu 1’-Oxy-6’-carbithoxy-1.3.6-trimethyl-2- 
athyl-tripyrryl (2’a, 4’ B) - dien-dipro- 
pionsiure-(4.5)-dimethylester. 

645 my 656 mu 699 mu 1’-Oxy-6’-carboxy~ 1.3.6-trimethyl-2-vi- 
nyl-tripyrryl (2’ a, 4’ 8) - dien - dipro- 
pionsaure-(4.5). 

634 mu 648 mu 683 mu 1’-Oxy - 6’-carboxy - 1. 3. 6 - trimethyl-2- 
aithyl - tripyrryl (2’a.4’ ) -dien-dipro- 
pionsiure-(4.5). 

615 mu 628 my 1’-Oxy - 6’ - carbm: thoxy - 1. 3. 6 - trime- 
thyl-2.5-diaithyl - tripyrry] (2’ a, 4’ B)- 
dien-propionsiiure-(4). 

637 mu 645 mu 690 mu 1’-Oxy-6’ - carboxy-1.3.6 - trimethyl-2.5- 

f diithyl- tripyrryl - (2’a,4’B)-dien-pro- 
pionsaure-(4). 

629 mu 6’-Brom - 1’-oxy - 1. 3.5 - trimethyl-2-vi- 
nyl-tripyrryl(2’a,4’f)-dien-dipropion- 
siure-(4.6)-dimethylester. 








Hoppe Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 282 ‘ 18 
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Uber die chemische Natur des in normalem Harn 
mit Ehrlichs Aldehyd-Reagens entstehenden Farbstoffes 


Von 
Wolfgang GéBner 
Aus dem Physiolog.-chem. Institut der Universitét und dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir 
Biochemie, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1946) 


P. Ehrlich!) machte als erster die Beobachtung, daB in manchen 
Harnen nach Zusatz einer salzsauren Lésung von p- Dimeth ylamino- 
benzaldehyd (Ehrlichs Reagens = ER) eine Rotfarbung auf- 
tritt. Diese Reaktion ist besonders bei Harnen von Kranken zu beob- 
achten, die an Leberkrankheiten, Herzfehlern, manchen Blutkrankheiten, 
Affektionen des Verdauungstraktes und bestimmten Infektionskrank- 
heiten leiden. Wahrend diese pathologischen Harne die Farbreaktion 
bereits in der Kalte liefern, gibt normaler Harn die Reaktion erst 
nach dem Erwarmen und viel schwacher. 

Bei der Untersuchung der chemischen Bedingungen dieser Reaktion 
fand Neubauer?), daB viele Verbindungen der Pyrrol- und Indolreihe 

1) P. Ehrlich, Medizin. Woche Nr. 15 [1901]. 


2) Neubauer, S.-B. Ges. Morphol. Physiol. Miinchen 1903; Chl. Physiol. 
” 19, 145 [1905]; Miinch. med. Wschr. 1903, 1846. 
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Zinksalz Kupfersalz | 

in CH;OH | in CH,OH | in Eisessig | 

619 mu 6’-Brom - 1’-oxy-1. 3. 5-trimethyl]-tripyr- 
ryl (2’a,4’B)-dien-tripropionsaure-(2.- 
4.6)-trimethylester. 

619 mu 6’-Brom-]’-oxy - 1. 4. 6-trimethyl-3.5-di- 
aithyl - tripyrryl (2’a, 4’ B) - dien - pro- 
pionsdure-(2) methylester. 

620 mu 6’-Brom-1’-oxy-2. 3. 6-trimethyl - 1.5-di 
athyl- tripyrryl] (2’ a, 4’ B) - dien - pro- 
pionsiure-(4)-methylester. 











mit ER Farbungen ergeben. Er glaubte auf Grund weiterer Versuche 
zeigen zu kénnen, daB das Urobilinogen als Ursache fiir die im Harn 
auftretende Rotfirbung anzunehmen ist. 

Seitdem wird die Reaktion als Urobilinogen-Nachweis in der 
klinischen Diagnostik angewandt, und zwar nach den klinischen Lehr- 
biichern im allgemeinen mit folgender Unterscheidung: Tritt schon in 
der Kalte nach Zusatz des ER eine starke Rotfarbung auf, so schlieBt 
man auf eine vermehrte Urobilinogenausscheidung; tritt die Reaktion 
erst nach dem Erwarmen auf, so wird sie auf eine nur geringe, nor- 
male Urobilinogenausscheidung zuriickgefiihrt. Bleibt die Farbung auch 
nach dem Erwarmen aus, so soll das ein vollstaéndiges Fehlen von Uro- 
bilinogen im Harn anzeigen. 

In einer Reihe von Arbeiten benutzte H. Fischer*) Dimethyl- 
aminobenzaldehyd als Gruppenreagens zum Nachweis von Pyrrol- 
verbindungen. Durch Kondensation von Pyrrolderivaten mit p- 
Dimethylaminobenbenzaldehyd gelang es ihm, zwei verschiedene Farb- 
stofftypen kristallisiert zu erhalten. Je nach den verwendeten Stoffen 
und Bedingungen kondensieren entweder 2 Mol. des Pyrrols mit 1 Mol. 
des Aldehyds zu farblosen Dipyrrylmethanverbindungen (Typ I), die 
3) H. Fischer, diese Z. 75, 261 [1911]; 206, 187 [1932]; Fischer-Orth, 
Die Chemie des Pyrrols. Bd. I u. II, Leipzig, 1934; dort weitere Lit. 

18* 
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durch Oxydation in rote kristallisierte Farbstoffe iiberfiihrt werden 
k6nnen, oder es tritt nur ein Molekiil Pyrrol mit einem Molekiil Aldehyd 
unter Wasseraustritt und Bildung einer Pyrryl-phenylmethen-verbin- 
dung (Typ II) zusammen. Wie die Kondensation beim Mesobilirubinogen 
(Urobilinogen) vor sich geht, wurde anscheinend bisher noch nicht ge. 
klart. 





A . Va Na ial 
a | Y 
¢ \ jon —¢ »- N(CH;), 
| 7, e 5 
N 
! II 


Von Hari und Scheff wurden die Grundlagen der Ehrlichschen 
Reaktion im Harn noch einmal naher untersucht. Hari‘) konnte zeigen, 
daB fiir die in pathologischen Harnen in der Kalte entstehende Rot- 
farbung ein anderer Stoff verantwortlich ist, als fiir die Farbung, die 
im normalen Harn nach Erwarmen auftritt. Seine weiteren Unter- 
suchungen beschrankten sich auf die Aufklarung des im normalen Harn 
entstehenden Farbstoffes, und es gelang ihm, diesen zu isolieren und in 
kristallisierter Form darzustellen. Er gibt fiir das Kristallisat einen un- 
scharfen Schmelzpunkt zwischen 215° und 225° an und nimmt an, daB 
er sich durch Kondensation von 2 Mol. Skatoxyl] mit 1 Mol. Dimethyl- 
amino-benzaldehyd bildet. Diese Annahme wurde aber nur durch einige 
Analysendaten gestiitzt®). 

Scheff®*) entwickelte eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
des Farbstoffes im Harn auf spektrophotometrischem Wege und fand, 
daB nach reichlichem Fleisch- und QuarkgenuB eine stark vermehrte 
Farbstoffbildung stattfindet. Dies macht wahrscheinlich, daB der Re- 
aktion ein EiweiBabkémmling zugrunde liegt, und in diesem Befund 
wurde eine Stiitze fiir die Bildung des Farbstoffs aus Skatoxyl gesehen, 
obwohl es bisher noch nicht als im Harn auftretendes Eiweibstoff- 
wechselprodukt bekannt ist. 

Im kahmen von Untersuchungen iiber die Beziehungen des 
Tryptophan-Stoffwechsels zur Pigmentbildung’) habe ich auf 


4) P. Hari, Biochem. Z. 117, 41 [1921]. 

5) P. Hari u. G. Scheff, Biochem. Z. 168, 451 u. 453 [1926]. 

6) G. Scheff,. Biochem. Z. 158. 170 [1925]. 

7) A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. von Derjugin, 
diese Z. 279, 27 [1943]; A. Butenandt, W. Weidel u. I. Neckel, diese Z. 
281, 120 [1944]; A. Butenandt u. R. Weichert, diese Z. 281, 122 [1944]. 














Bd. 282 (1947) Harnfarbstoff mit Ehrlichs Reagens 265 


Veranlassung von Prof. Butenandt die Untersuchung des sich im 
Normalharn mit ER unter Erwarmen bildenden Farbstoffes erneut auf- 
gegriffen. 


Die Darstellung des Farbstoffes in reiner Form 


Die Aufbereitung des mit ER umgesetzten Harns wurde zunachst 
nach den von Hari‘) und Scheff§) angegebenen Methoden durchge- 
fiihrt; spater wurde ein neues Aufbereitungsverfahren ausgearbeitet, 
das im Versuchsteil naher beschrieben wird. 

Zum Erzielen einer guten Ausbeute an Farbstoff erwies es sich als 
wesentlich, méglichst frischen Harn zu verwenden und das Einengen 
im Vakuum unter Stickstoff vorzunehmen; offenbar ist das Chromogen 
empfindlich gegen Sauerstoff. 4 ey 

Einen wesentlichen Beitrag zur Reindarstellung des Farbstoffes 
lieferte die wiederholte chromatographische Adsorption an Aluminium- 
oxyd. Durch Anwendung dieser Methode gelang es erstmalig, den Farb- 
stoff in véllig einheitlicher Form zu erhalten; die Ausbeuten waren bei 
einzelnen Aufarbeitungen wechselnd, im Durchschnitt wurden aus 10 1 
Harn etwa 20 mg erhalten. Der Farbstoff kristallisiert aus Aceton in 
sch6nen granatroten Nadeln vom Schmp. 231°—232° (unkorr.; Zers.); 
er ist léslich in fast allen organischen Lésungsmitteln sowie unter Gelb- 
braunfarbung in verd. Salzsaéure, jedoch unléslich in Wasser. 


Die Konstitution des Farbstoffes 


Die Analysendaten fiihrten zur Summenformel C,, H,, ON, fiir den 
Farbstoff und lieBen an die Méglichkeit denken, da8B in ihm ein Konden- 
sationsprodukt von 1 Mol. Indoxy] mit 1 Mol. ER vorliegt. Es wurde 
daher der Versuch unternommen, durch Kondensation von freiem In- 
doxyl mit ER eine Bestatigung dieser Vermutung zu erreichen. In der 
Tat erwies sich der synthetisch dargestellte Farbstoff als in jeder Be- 
ziehung identisch mit dem aus Harn isolierten Produkt. 

Es handelt sich also bei dem in normalem Harn mit 
ER in der Warme entstehenden Farbstoff um ein Konden- 
sationsprodukt von Indoxyl mit p-Dimethylamino-benzal- 
dehyd, dem die folgende Konstitution zukommt : 


7 ae 


S 


ye Na” 


In Ubereinstimmung mit dieser Konstitution steht der Befund, da8 
der Farbstoff bei der oxydativen Spaltung mit einem Salpetersaure - 


N(CH;), 


8) G. Scheff, Biochem. Z. 158, 167 [1925]. 
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Chromsauregemisch —- analog zum Verhalten des Indigos — Isatin 
liefert. 


SchluBfolgerungen 


Es ist durch die geschilderten Untersuchungen mit Sicherheit er- 
wiesen, da8 die in normalem Harn nach Zusatz von ER in der Warme 
entstehende Rotfarbung nicht wie bisher angenommen auf Urobilinogen 
(bzw, Skatoxyl), sondern auf Indoxy! zuriickzufiihren ist. So erklart 
sich auch die vermehrte Farbstoffbildung nach Genu8B tryptophan- 
haltiger Nahrungsmittel. 

Es erhebt sich nunmehr die Frage, ob im Normalharn tiberhaupt 
ein mit ER fa8barer Gallenfarbstoff ausgeschieden wird, und es bleibt 
festzustellen, ob nicht manche Angaben von vermehrtem Urobilinogen- 
gehalt — z. B. bei der sog. ., Verdauungs-Urobilinogenurie‘‘ -— lediglich 
auf einer vermehrten Indoxylausscheidung beruhen. 

Die Frage, unter welchen Bedingungen die Farbstoffbildung mit 
ER sicher auf die Ausscheidung von Gallenfarbstoffen im Harn zu- 
riickgeht, bedarf griindlicher Uberarbeitung. In dieser Richtung werden 
die Arbeiten am Institut fortgesetzt. 


Hrn. Prof. Dr. A. Butenandt danke ich fiir die Anregung zur vorliegenden 
Arbeit und fiir seine Unterstiitzung bei ihrer Durchfihrung. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung des Farbstoffes aus normalem Harn. 


Moglichst frischer Harn wird im Vakuum unter Stickstoff oder Kohlen- 
dioxyd auf etwa 1,—'% Vol. eingeengt und von den etwa ausgeschiedenen Salzen 
durch Filtrieren befreit. Das Harnkonzentrat wird zum Sieden erhitzt und mit 
Ehrlichs Reagens (214% p-Dimethylaminobenzaldehyd in 25-proz. Salzsiure) 
versetzt, bis die Farbe nicht mehr dunkler wird. Nach mindestens 1-stdg. 
Stehenlassen wird die abgekiihlte Reaktionslésung solange mit gesattigter Soda- 
lésung versetzt, bis die Farbe von dunkelbraunrot nach dunkelweinrot umschligt 
(Umschlagspunkt etwa py 6, gepriift mit Indikatorpapier). Der Farbstoff wird 
mit Chloroform ausgeschiittelt, der Chloroformextrakt tiber Natriumsulfat ge- 
trocknet, in schwachem Vakuum stark eingeengt und iiber eine kurze Siule von 
Aluminiumoxyd filtriert. Auf der Siule bleiben ein Teil der die weitere Auf- 
arbeitung st6renden Begleitstoffe und Zersetzungsprodukte zuriick. Der so vor- 
gereinigte Chloroformextrakt wird im Vakuum bis zur Trockne eingedampft, 
der Riickstand nach dem Trocknen im Exsikkator in méglichst wenig Benzol 
gelést und durch chromatographische Adsorption an Aluminiumoxyd gereinigt. 
Auf der Siule erscheint zuerst eine gelb gefirbte Zone, die dem unumgesetzten 
Dimethylaminobenzaldehyd entspricht. dariiber bildet sich eine leuchtend rote 
Zone des gesuchten Farbstoffs. Das Entwickeln des Chromatogramms geschieht 
mit reinem Benzol, die Elution durch Benzol + 5% Chloroform. Ist das Eluat 
der roten Zone noch nicht véllig einheitlich, wird diese Fraktion evtl. noch einmal 
nach gleichem Prinzip chromatographiert. Die’ den einheitlichen Farbstoff ent- 
haltende Benzollésung wird im Vakuum bis zur Trockne eingedampft, der Riick- 
stand in wenig Aceton aufgenommen, die Acetonlésung vorsichtig mit Wasser 
versetzt und auf schwach siedendem Wasserbad eingeengt. Der Farbstoff kri- 
stallisiert in feinen granatroten Nadeln, die, aus reinem Aceton umkristallisiert. 
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einen Zersetzungspunkt von 231—232° (unkorr.) zeigen. Ausb. durchschnittlich 
20 mg reiner Farbstoff aus 10 / Harn. 

3,621 mg Subst.: 10,26 mg CO., 2,04 mg H,O, 0,012 mg Rest. — 3,537 mg 
Subst.: 0.346 cem N (25°, 736 mm). — 2,4 mg Subst. in 35,3 mg Campher: 
A = 12,0° (nach Rast). 

C,, H,,ON;. Ber.: C 77,20, H 6,10, N 10,65, Mol.-Gew. 264. 

Gef.: C 77,32, H 6,31, N 10,85, Mol.-Gew. 226. 


Synthese des Farbstoffes aus Indoxyl. 


4 g Indoxylsiure®) werden in 80 ccm Wasser auf etwa 70° erhitzt, bis 
kein CO, mehr entweicht. Diese Lésung wird unter LuftausschluB durch ein 
Faltenfilter gegeben und mit 5g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 60 ccm 
Alkohol und 20 cem konz. Salzsiure versetzt; es entsteht sofort eine dunkel- 
braune Farbe. Die Reaktionslésung wird zum Sieden erhitzt, wobei sich die Farbe 
etwas vertieft. Nach dem Abkiihlen versetzt man mit gesittigter Sodalésung 
bis zum py 6; dabei tritt ein Farbumschlag nach Weinrot ein. Nach einiger Zeit 
beginnt die Abscheidung in feinen Kristallen; die Kristallisation 1aBt sich durch 
Einstellen in Eis verstiirken. Die Kristalle werden abgesaugt und getrocknet. 
Zur Aufarbeitung der Mutterlauge wird diese im Vakuum etwas eingeengt und 
mit Chloroform erschépfend ausgeschiittelt. Der Chloroformextrakt wird im 
Vakuum bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand im Exsiccator getrocknet 
und mit den zuerst isolierten Kristallen vereinigt. Die weitere Reinigung erfolgt 
durch chromatographische Adsorption aus Benzol-Lésung an Aluminiumoxyd. 
Der Vorlauf besteht aus dem im Uberschu8 zugegebenen Dimethylamino- 
benzaldehyd und wenig Indigo. Die Hauptfraktion enthilt den Farbstoff. Man 
wiederholt die chromatographische Reinigung dieser Fraktion bis zur volligen 
Einheitlichkeit; durch Umlésen aus Aceton erhilt man granatrote Nadeln vom 
Schmp. 231°—232° (unkorr.; Zers.), Mischschmelzpunkt und Mischchromato- 
gramm mit dem aus Harn isolierten Farbstoff ergeben die Identitit der beiden 
Stoffe. 

3,781 mg Subst.: 10,99 mg CO., 2,18 mg H,O. — 3,092 mg Subst.: 0.297 cem 
N, (23°, 743 mm). 

C,, H,, ON;. Ber.: C 77,20, H 6,10, N 10,65. 

Gef.: C 77,48, H 6,30, N 10,83. 

Der Farbstoff liefert bei der Umsetzung mit Essigsiiure-anhydrid in Pyridin- 
lésung in der Kalte oder beim Erhitzen mit Essigsiure-anhydrid kein Acetat 
und beim Kochen mit Hydroxylamin kein Oxim. 


Oxydative Spaltung des Farbstoffes zu Isatin. 


Man versetzt 100 mg Farbstoff allmahlich — anfangs unter Kiskiihlung 
und Riihren, spiter unter Erwirmen — mit 600 mg 15-proz. Salpetersiure, 
die auf 10 Tle. 1 Tl. Chromsaure enthalt, bis die Reaktionslésung braun ge- 
worden ist. Nach dem Erkalten wird von Zersetzungsprodukten abfiltriert, das 
Filtrat mit Ather ausgeschiittelt und das Lésungsmittel abgedampft. Der Riick- 
stand wird in wenig Alkohol gelist, mit etwas Wasser versetzt und auf dem 
Wasserbad eingeengt: 12,6 mg dunkelbraune Nadeln vom Schmp. 195°—196°. 
Zur weiteren Reinigung werden diese bei 140°—150°/6 mm sublimiert. Es gehen 
feine orangefarbene Kristalle vom Schmp. 199°—200° iiber, deren Identitat 
mit Isatin durch den Mischschmelzpunkt erwiesen wurde. 


®) S. Mauthner u. W. Suida, Mh. Chem. 9, 728 [1888]. D. Vorlainder 
u. Pfeiffer, Ber. dtsch. chem. Ges. 52, 325 [1919]. 
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Synthese des racem. 8,8-Dimethyl-cysteins 


Von 
Adolf Butenandt, Horst Jatzkewitz und Paul Fouché 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1947) 


Am 19. 5.47 erhielten wir Kenntnis von 3 Arbeiten, in denen 
K. Miescher, A. Wettstein und Mitarbb. iiber die Synthese penicillin- 
ahnlicher, acylierter Dipeptide berichten'). Eine der Veréffentlichungen 
hat die Synthese des racem. 8,8-Dimethyl-cystein-hydrochlorids 
zum Inhalt?); sie ist Veranlassung, iiber eigene Arbeiten auf diesem 
Gebiet zu berichten, die wir im letzten Jahr durchfiihrten und die in- 
sofern tiber die bisher mitgeteilten Ergebnisse der Schweizer Autoren 
hinausgehen, als es uns gelungen ist, auf grundsatzlich gleichem Wege 
das racem. 8,8-Dimethyl-cystein in guter Ausbeute rein darzustellen. 
Uberdies lassen einige methodische Abweichungen eine Veroffentlichung 
wiinschenswert erscheinen. 

In Anlehnung an Arbeiten von H. E. Carter?) und Mitarbb. iiber 
die Darstellung des $-Methyl-cysteins und B. H. Nicolet*) iiber die 
Anlagerung von Mercaptanen an Azlactone wurde racem. 8,8-Dimethyl- 
cystein (V) auf folgende Weise bereitet : 


CH, 
CH wr ~C — CH: COO CH 
aa 2 C=CO CH,” | . 
CH, i | C,H;-CH,-SH S NH 
NO CH,ONa 
VV as CH, CO 
(C,H; ee 
I Il (C,H, C,H 
CH, CH, 
. C — CH: COOH 1 ~C — CH: COOH 
( HY l CH”) | 
HCl S NH HCl S NH, 
ee | | TH-COOH) | 
(CH,-COOH) bn. do H-COOH) bn 
oe -* 
C,H, C,H, C,H, 
Ill IV 
CH 
NainNH, Gy >C — CH: COOH 
JH, | 
SH NH, 
Vv 


1) Helv. chim. Acta 29, 1815, 1874 [1946]; 30, 432 [1947]. 

*) Helv. chim. Acta 29, 1879, 1880 [1946]. 

3) H. E. Carter, C. M. Stevens u. L. F. Ney, J. biol. Chemistry 139, 
247 [1941]. 
4) J. biol. Chemistry 95, 391 [1932]. 
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An die semicyclische Doppelbindung des 2- Phenyl-4-isopropy- 
liden-oxazolons-(5) (I), das durch Kondensation von Hippursaure mit 
Aceton leicht zu erhalten ist®), wird bei Anwesenheit von methy]l- 
alkoholischer Natriummethylatlésung in absol. Benzol Benzylmercaptan 
angelagert. Im Unterschied zu der Arbeitsweise von H. E. Carter’) 
sowie von K. Miescher?) und Mitarbb., die die Anlagerung in absol. me- 
thylalkoholischer benzolischer Losung bei 0° C vornehmen, fiihren wir die 
Reaktion in absol. Benzol anfainglich ohne Kiihlung durch und steigern 
die Temperatur sodann auf 40—50° C. Uber den Methylester II, der 
nicht isoliert, sondern sogleich mit Salzsdure in Essigsaure verseift wird, 
entsteht das N-Benzoyl-S-benzyl-d,l-8,8-dimethyl-cystein 
(III) in 69-proz. Ausbeute. Die Hydrolyse mit starkerer Salzséure in 
Ameisensaure liefert das S-Benzyl-d,l-8,8-dimethyl-cystein (IV) 
in einer Ausbeute von 50°% d. Theorie. Reduktive Abspaltung des Benzyl- 
restes mit Natrium in fliissigem Ammoniak fiihrt zum racem. 8,(- 
Dimethyl-cystein (V). Es erwies sich als zweckmaBig, mit einem 
Uberschu8 von nur etwa 10%, der theoretisch erforderlichen Natrium- 
menge zu arbeiten, wahrend Miescher und Mitarbb. einen etwa 55-proz. 
UberschuB angewendet haben. Einen wesentlichen Fortschritt in der Auf- 
arbeitung der Reaktionslésung sehen wir darin, daB es uns gelang, das 
Dimethyleystein mit Bleiacetat bei py 5 als Bleisalz zu fallen und nach 
Zerlegung des Salzes mit Schwefelwasserstoff in 65-proz. Ausbeute so- 
fort zu einem schén kristallisierten Dimethylcystein vom Schmp. 
206 -—208° (Zers.; unkorr.) zu kommen. Das durch Umloésen gereinigte 
racem. 8,8-Dimethyl-cystein schmilzt bei 209 -210° (Zers.; un- 
' korr.), kristallisiert aus Wasser in farblosen Blattchen, gibt eine positive 
SH-Gruppen-Reaktion (Nitroprussidnatrium), mit Ninhydrin eine zu- 
nachst rote, dann blauviolette Farbung und wird in neutraler Lésung 
durch Kisenchlorid in fiir Cystein charakteristischer Weise voriiber- 
gehend tiefblau gefarbt. Titration mit Jod in 90-proz. Essigséure nach 
R. Kuhn®) und Mitarbb. ergibt einen SH-Gruppengehalt von 96°. 


Beschreibung der Versuche’) 


N-Benzoyl-S-benzyl-d,l-£,6-dimethyl-cystein (III). 

In einem 4-/-Kolben liBt man zu einer Mischung von 40 cem absol. Benzol, 
43 ccm Benzylmercaptan und 18 ccm 2-n.Natriummethylat in absol. 
Methanol langsam eine Lésung von 72g 2-Phenyl-4-isopropyliden- 
oxazolon-(5)*) (I) in 360 cem absol. Benzol unter Schiitteln zuflieBen. Das 
Reaktionsgemisch erwirmt sich schwach, es wird 1 Stde. auf 40—50° gehalten, 
mit Eisessig angesiuert und vom Loésungsmittel im Vakuum befreit. Der zuriick- 
bleibende honigartige, manchmal kristallisierende Riickstand (Il) wird mit einer 
Mischung von 1100 ccm Eisessig, 420 com Wasser und 290 cem konz. Salz- 
5) G. R. Ramage u. J. L. Simonsen, J. chem. Soc. [London] 1935, 
I, 534. 

6) R. Kuhn, L. Birkofer u. F. W. Quackenbush, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 72, 407 [1939]. 
7) Alle Schmelzpunkte unkorrigiert. 
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siiure 1144 Stdn. am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt. Aus der heiBen Lésung 
scheidet sich beim Erkalten ein Ol aus, das nach einiger Zeit kristallisiert. Zur 
Vervollstaindigung der Fillung setzt man eine gréBere Menge Wasser hinzu und 
laBt etwa 12 Stdn. stehen. Das abgenutschte Produkt wird mit 50-proz. Essig- 
siiure gewaschen. Falls sich im Filtrat noch eine gréBere Menge éliges Ausgangs- 
material befindet, so wird es von der wiBrigen Lésung abgetrennt und noch ein- 
mal unter denselben Bedingungen mit entsprechend weniger Siuregemisch ver- 
seift. Die feste Substanz wird nach dem Trocknen in wenig Benzol aufgeschliammt, 
abgenutscht und mit etwas Benzol nachgewaschen; sie stellt das N-Benzoy|- 
S-benzyl-d.l-B8.B-dimethyl-cystein (ILI) in Form reiner schneeweiBer Kri- 
stalle dar. Ausb. 85 g (69% d. Th.). 

Zur Analyse wurde ein Teil aus Benzol umkristallisiert und als krist. Pulver 
vom Schmp. 16]—162,5° erhalten. Die qualitative Schwefelprobe ist positiv. 

4,052 mg Subst.: 9,87 mg CO,, 2,28 mg H,O. — 7,426 mg Subst.: 0,271 cem 
N, (22°, 733 mm). — 33,5 mg Subst. verbr. 0,970 eem n/10-NaOH (in alkohol. 
Lésung mit Phenolphthalein als Indikator). 

Cy, H2, O, NS. Ber.: C 66,45, H 6,16, N 4,08, Mol.-Gew. 343,4. 

Gef.: C 66.47, H 6,30, N 4,07, Mol.-Gew. 345. 


S-Benzyl-d,l-B,8-dimethyl-cystein (IV). 

26,5 g N-Benzoyl-S-benzyl-d,/-f B-dimethyl-cystein (III) werden 
mit einem Gemisch von 375ccem Ameisensiiure, 375cem konz. Salzsiure 
und 375 ecm Wasser 3 Stdn. am RiickfluBkiihler zu lebhaftem Sieden erhitzt. 
Etwas Ausgangsmaterial bleibt ungelést. Die Reaktionslésung wird im Vakuum 
eingedampft. der trockene Riickstand zweimal mit je 150 cem und zweimal 
mit je 100 ccm siedendem Benzin (Sdp. 60—70°) extrahiert und mit ungefahr 
250 ccm warmem Wasser, das einige Tropfen Salzsiure enthilt, ausgezogen. 
5,3 ¢ Ausgangsmaterial bleiben ungelist. Das Filtrat wird mit konz. Ammoniak 
auf py 4—5 gebracht und etwa 12 Stdn, stehen gelassen. Es kristallisieren 
6,7 g S-Benzyl-dl-f.8-dimethyl-cystein (IV). Die Mutterlauge wird 
mit Ammoniak deutlich alkalisch gemacht und liefert nach dem Einengen im 
Vakuum auf ungefihr 50 ccm nochmals 0,7 g der Aminosiure. Gesamtausb. 
7.4 ¢ (50% d. Th.). 

Ein Teil wurde aus Wasser umkristallisiert und in Form farbloser, glanzen- 
der Schuppen vom Schmp. 192—195° (Zers.) erhalten. 

4,062 mg Subst.: 8,88 mg CO,, 2,57 mg H.O. — 7,177 mg Subst.: 0,374 cem 
N, (21%, 730 mm). 

C,. H,, O; NS (239,3). Ber.: C 60,22, H 7,16, N 5,85. 

Gef.: C 59.66, H 7,08, N 5,81. 


racem. B.B-Dimethyl-cystein (V). 

150 g S-Benzyl-d,l-6.B-dimethyl-cystein (IV) werden in 50 ccm 
iiber Natrium destilliertem fliissigem Ammoniak suspendiert und 0,32 g Na- 
trium in kleinen Anteilen nach und nach unter Schiitteln hinzugefiigt; bevor die 
Halfte der angegebenen Natirummenge hinzugesetzt ist, hat sich das Ausgangs- 
material vollstiindig gelést. Nach Beendigung der Reaktion gibt man 1,12 g 
reinstes, nitritfreies, iiber Phosphorpentoxyd getrocknetes Ammonium- 
nitrat zur Lésung, liBt das Ammoniak durch ein mit Natronkalk gefiilltes 
Trockenrohr bei Zimmertemperatur verdampfen und entfernt die letzten Spuren 
unter verdiinntem Stickstoffim Vakuumexsiccator iiber konz. Schwefelsiure. Die 
weitere Aufarbeitung wird in einer Stickstoffatmosphire durchgefiihrt. Der 
Riickstand wird in 25 ccm entliiftetem destilliertem Wasser gelést, sofort mit 
einigen Tropfen Hisessig auf »q 5 gebracht und das Dimethylcystein aus der 
durch Dibenzyl] leicht getriibten Lésung mit 20 cem 10-proz. Bleiacetat - 
lésung als Bleisalz gefallt. Nach etwa 10 Min. ist die Fillung vollstandig. Das 
Schwermetallsalz wird abgesaugt, griindlich mit entliiftetem Wasser, aldehyd- 
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freiem Alkohol und aldehyd- und peroxydfreiem Ather gewaschen. Das trockene 
Produkt (1,50 g) wird in 30 ccm entliiftetem Wasser mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt; das Bleisulfid wird abfiltriert und gut nachgewaschen. Aus dem Filtrat 
kristallisiert beim Einengen im Vakuum das freie Dimethylcystein .(V) in 
Form farbloser Blittchen aus. Man dampft nicht véllig zur Trockne, sondern 
gibt zu dem Kristallisat 60 ccm absol. aldehydfreien Alkohol, laBt etwa 12 Stdn. 
stehen, filtriert und wischt mit Alkohol und Ather nach. Ausb. 0,61 g (65% 
d. Th.) vom Schmp. 206—208° (Zers.). 

Zur Analyse wurde ein Teil des so erhaltenen Produkts in absol. alkoholischer 
Salzsaure gelést und mit Ammoniak wieder gefallt. Das reine racem. B B-Di- 
methyl-cystein kristallisiert aus Wasser in farblosen Blittchen vom 
Schmp. 209—210° (Zers.) und zeigt die im theoretischen Teil aufgefiihrten 
Eigenschaften. 

4,116 mg Subst.: 6,10 mg CO,, 2,67 mg HO. — 3,656 mg Subst.: 0,307 cem 
N, (24° 733 mm). 

C; H,, O, NS (49,2). Ber.: C 40,25, H 7,43, N 9,39. 

Gef.: C 40,44, H 7,26, N 9,31. 


Die Adsorptionsanalyse der Aminosauren 
III. Mitteil.: Versuche zur Trennung der basischen Aminosauren 


Von 


Gerhard Schramm und Josef Primosigh 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Abteilung fiir Virusforschung 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1947) 


In der II. Mitteilung!) wurde die Trennung der in EiweiBstoffen 
vorkommenden Aminosauren in fiinf Gruppen beschrieben. Es erhebt 
sich nun die Frage, wie weit es gelingt, mit Hilfe der Adsorptionsanalyse 
die Komponenten dieser Gruppen einzeln zu bestimmen. 

Diese Frage ist gelést bei den sauren Aminosiuren. Da nach neueren 
Arbeiten?) mit dem Vorkommen von Oxyglutaminsaure in Eiweifstoffen 
nicht zu rechnen ist, umfaBt diese Gruppe nur die Asparaginséure und 
die Glutaminsaure. Diese kénnen nach den Verfahren von Wieland) 
oder Tur ba‘) durch Adsorptionsanalyse voneinander getrennt werden. 

Eine vollstandige Adsorptionsanalyse schien uns auch bei der 
Gruppe der basischen Aminonsauren (Arginin, Lysin und Histidin) 
méglich zu sein. Im folgenden sollen die hierzu angestellten Versuche 
geschildert werden. 

Die basischen Aminosauren stimmen in den p,-Werten der Car- 
boxyl- und der «-Aminogruppe weitgehend tiberein. Sie unterscheiden 
= wn stark in der Disoziationskonstante ihrer zweiten basischen 

1) G. Schramm u. J. Primosigh, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 417 [1944]. 

2) H. D. Dakin, J. biol. Chemistry 140, 847 [1941], zitiert nach K. Bailey 
u. Mitarb. Biochem. J. 37, 366 [1943]. 

3) Th. Wieland u. L. Wirth, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 823 [1943]. 

4) F. Turba u. M. Richter, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 340 [1942]. 
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Gruppe. Wie Tab. 1 zeigt, ist der Imidazol-Stickstoff des Histidins bei 
pu 6,1 bereits zu 50° in den ungeladenen Zustand tibergegangen. 
wahrend der gleiche Zustand bei der <-Aminogruppe des Lysins erst bei 
pu 10,53 und bei der Guanidingruppe des Arginins erst bei py 12,48 
erreicht ist. Durch saure Adsorbenzien werden nur positiv geladene 
Molekiile gebunden. Durch Auswahl geeigneter Versuchsbedingungen 











PK, | Pe PKs 
COOH -NH, Bas. Gruppe | 
| 
| Histidin....... | 1,77 9,18 6,10 | 
Lysin EA or 2,18 8,95 10,53 | 
| Arginin | 2,02 9,04 12,48 | 





Tab. 1. pk-Werte der basischen Aminosauren. 


sollte es also méglich sein, daB die schwiicher basische Aminosaure die 
saure Adsorptionsséule mit der Gesamtladung 0 oder negativ geladen 
nahezu ungehindert passiert, wahrend die starkere Base noch eine posi- 
tive Ladung tragt und als Kation adsorbiert wird. Allerdings liegt auch 
bei einer schwachen Base, selbst bei héherem py, ein kleiner Anteil 
aller Molekiile in positiv geladenem Zustand vor, der an das Adsorbens 
gebunden werden kann. Jedoch gehen diese Kationen beim Absinken 
der Konzentration, wahrend der Durchspiilung der Saule, infolge der 
Gleichgewichtseinstellung schnell wieder in Lésung. Die Verzégerung 
der DurchfluBgeschwindigkeit ist also nur gering und auf jeden Fall sehr 
viel geringer als bei einer starkeren Base unter den gleichen Bedingungen. 
Aus dieser Tatsache ergibt sich eine Reihe von Méglichkeiten zur Tren- 
nung der basischen Aminoséuren voneinander. 


1. Versuche mit kationotropem Aluminiumoxyd 


Nach Th. Wieland®) kann die Abtrennung des Lysins und Arginins 
vom Histidin mit kationotropem Aluminiumoxyd erreicht werden. Der 
Anwendung der Wielandschen Methode zur quantitativen Trennung 
dieser Aminosaure-Gemische stellt sich aber eine grundsatzliche Schwie- 
rigkeit entgegen, die bereits von Sch wab®) bei der Trennung anorgani- 
scher Kationen beobachtet wurde. Es zeigt sich namlich, daB in der 
Aluminiumoxvdsaule keine kationenfreie Zone entstehen kann, so dab 
die Grenzzonen auch zweier sehr verschieden stark absorbierbarer Ka- 
tionen stets unmittelbar aneinandergrenzen, ohne daB sich zwischen 
diesen ein ,,leeres‘* Volumen ausbildet. Dementsprechend zeigen unsere 
Versuche, daB bei der fraktionierten Elution eines Gemisches der drei 
hasischen Aminosaduren der Stickstoffwert niemals ganz auf Null ab- 


°) Th. Wieland, Diese Z. 27%, 24 [1924]. 
‘) G.-M. Schwab u. K. Jockers, Angew. Chem. 50, 546 [1937]. 
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sinkt (Abb. 1). Hierdurch bleibt es unsicher, wo die Lysinfraktion auf- 
hért und die Histidinfraktion anfangt. An dieser Tatsache ]aBt sich auch 
durch Vergr6Berung der Aluminiumoxydsaule nichts andern (Versuchs- 
teil, Tab. 2 u. 3). 

Eine Verscharfung der Histidinbande 148t sich erreichen, indem 
man durch Anwendung eines Puffers dafiir sorgt, daB das py wahrend 
des Versuches konstant bleibt. In Abb. 1 ist die Trennung des Histidins 
von Lysin und Arginin in Wasser und Bicarbonatlésung wiedergegeben. 
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Abb. 1. Elution der drei basischen Aminosiuren aus Aluminiumoxyd. 


© unvorbehandelte Séule (100 g) eluiert mit Wasser, 
--- X Saiule mit 0,01-m.NaHCO, vorbehandelt und eluiert, 





° 


E = Elutionsvolumen in cem, = = mg N in dem betr. Volumenteil. 

In Ubereinstimmung mit den oben dargelegten theoretischen Vorstel- 
lungen wird in alkalischer Lésung die Adsorption des Histidins weit- 
gehend herabgesetzt, so daB die Histidinbande geschlossener und friher 
im Eluat erscheint als in waBriger Lésung. Aber auch unter diesen Be- 
dingungen sinkt der Stickstoffgehalt der Eluate zwischen der Histidin- 
und Lysinbande nicht auf 0 ab. 

Wird durch sorgfaltiges Waschen der Aluminiumoxydsaule mit 
Wasser das Alkali entfernt, und hierdurch das py in der Saule, das 
normalerweise etwa 9,4 betragt, erniedrigt, so wird erwartungsgemaB 
das Histidin wesentlich fester gebunden und erscheint spater im Eluat 
als unter den normalen Bedingungen (Versuchsteil, Tab. 3). Durch diese 
Abhangigkeit der Adsorptionsfestigkeit von der Vorbehandlung des 
Aluminiumoxyds, zu der noch die Abhangigkeit von der Anwesenheit 
anderer Kationen hinzukommt, wird die Unsicherheit der Trennungs- 
bedingungen weiter erhdht. 
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2. Versuche mit Wofatiten 


Wegen dieser Nachteile kann das Aluminiumoxyd auch nicht zur 
Abtrennung der basischen Aminoséiuren von den iibrigen verwendet 
werden. Fiir diesen Zweck wurde von uns daher Silikagel vorgeschla- 
gen!). Dieses hat zwar den Nachteil, daB die Kapazitaét, d.h. die Ge- 
samtmenge an basischen Aminosauren, die von einer bestimmten Menge 
Adsorbens gebunden werden kann, verhaltnismaBig klein ist, bietet aber 
dafiir den Vorteil, daB die Elution sehr leicht und vollstandig gelingt. 

Sehr viel gr6Ber ist die Kapazitaét bei den sauren Wofatiten 
(naheres tiber Wofatiten siehe bei GrieBbach)’). Von 1g des carboxyl- 
haltigen Wofatit C werden 100 mg Histidin festgehalten. Bei der Aus- 
arbeitung unseres Analysenganges wurde daher auch Wofatit C auf seine 
Brauchbarkeit zur Abtrennung der Hexonbasen gepriift. Er erwies sich 
aber als ungeeignet, da uns eine vollstandige Elution der adsorbierten 
Basen zunachst weder mit 1-n.Sauren noch Basen gelang (s. Versuchsteil). 
Inzwischen erschien eine Arbeit von Th. Wieland§), der scheinbar 
bessere Erfolge mit diesem Adsorbens hatte und es daher zur Abtrennung 
der Hexonbasen vorschlagt. Zur Erklarung der widersprechenden Ver- 
suchsergebnisse ist darauf hinzuweisen, das Wieland zur Bestimmung 
der Aminosaéuren die volumetrische Methode nach van Slyke benutzt, 
bei der es schwierig ist, die gleiche Genauigkeit wie mit der von uns 
angewandten Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl zu erreichen, nament- 
lich wenn es sich um den Nachweis kleiner Mengen in gréBerer Verdiin- 
nung handelt. Wieland verwendet bei seinen Modellversuchen nur 0,5 g 
Wofatit C. Eigene Versuche ergaben, da bei Verwendung sehr kleiner 
Saulen und mindestens 2-n.Séure als Spiilfliissigkeit schlieBlich eine 
vollstandige Elution méglich ist. 

Bei der Aufarbeitung verschiedener Proteinhydrolysate wurden von 
Wieland jedoch 8 g Wofatit C benutzt. Die Elution erfolgte mit 500 cem 
n Salzsiure, sie kann daher keinesfalls vollstandig gewesen sein. Wenn 
die ausgewaschene Stickstoffmenge trotzdem etwa den Erwartungen 
entsprach, so hat dies einen andern Grund. Wir fanden, daB an Wofatit C 
nicht nur die basischen Aminosauren, sondern auch die neutralen aroma- 
tischen Aminosauren gebunden werden. Bei Nichtbeachtung dieser Tat- 
sache wird daher der Wert fiir die basischen Aminosauren zu hoch’). 
Die Fahigkeit der Wofatite, aromatische Aminoséuren zu adsorbieren, 
wurde von Turba!®) dazu benutzt, um Tryptophan, das von dem 
basischen Wofatit M besonders fest adsorbiert wird, von den anderen 
Aminosaéuren zu trennen. 


7) G. GrieBbach, Angew. Chem. 52, 215 [1939]. 

8) Th. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 539 [1944]. 

®) Der Wofatit verhalt sich in dieser Hinsicht also ihnlich wie die Aktivkohle, 
die ja auch diese Aminosiuren stark adsorbiert. Dies erscheint verstindlich, da 
beide Substanzen eine groBe Anzahl aromatischer Ringsysteme enthalten, die 
wohl fiir die hier vorliegende apolare Adsorption verantwortlich zu machen sind. 
10) F. Turba, M. Richter u. F. Kuchar, Naturwiss. 31, 508 [1943]. 
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Um Wofatit C zur Abtrennung der reinen Hexonbasen benutzen 
zu kénnen, miissen also die aromatischen Aminosaéuren vorher entfernt 
werden, was nach dem von uns angegebenen Verfahren mit Tierkohle 
leicht gelingt. Weiterhin muB die Siulenhéhe méglichst gering sein und 
2-n.Salzsiure zur Elution benutzt werden. 


Von Wieland§) wurde weiterhin vorgeschlagen, Wofatit C zur 
Trennung des Histidins vom Arginin und Lysin zu benutzen. Nach Neu- 
tralisation des WofatitsC mit Kalilauge und nachfolgendem Auswaschen 
bis zur neutralen Reaktion, sollen nur das stark basische Arginin und 
Lysin in der Lage sein, die Kaliumionen aus der Saule zu verdrangen, 
hingegen nicht das bei neutraler Reaktion gréBtenteils ungeladene Hi- 
stidin. 

Auch bei méglichst genauer Einhaltung der von Wieland angegebe- 
nen Versuchsbedingungen, gelang es uns nicht, seine Ergebnisse zu repro- 
duzieren. Die py-Einstellung in den Wofatit-Saulen erfolgte 4uBerst lang- 
sam. Selbst nach tagelangem Waschen mit Wasser hatte die abtropfende 
Fliissigkeit immer noch ein py von 8,5. Ein in diesem alkalischen Milieu 
durchgefiihrter Versuch zeigte, daB selbst bei diesem hohen py 80% 
des Histidins im Adsorbens verbleiben und daher unter diesen Bedingun- 
gen eine quantitative Trennung vom Arginin und Lysin nicht méglich 
ist. Dieses widersprechende Ergebns ist vielleicht dadurch zu erklaren, 
daB von Wieland die Saule nicht so lange gewaschen wurde, und daher 
das py in der Saule noch héher war. Schon vor langerer Zeit von uns 
durchgefiihrte Versuche zeigen namlich, daB bei geniigend alkalischer 
Reaktion eine vollstandige Elution des Histidins aus dem Wofatit még- 
lich ist. Hierdurch wird aber bereits die Bindung des Lysins und Argi- 
nins an das Adsorbens merklich gelockert, so daB diese teilweise mit 
ausgewaschen werden und daher eine quantitative Trennung nicht még- 
lich ist. 

Ks ist nicht geklart, warum zur Elution des Histidins ein so hohes 
Pu gewahlt werden muB. Moéglicherweise stimmt die mittlere H-Ionen- 
konzentration der Spiilfliissigkeit nicht mit der H-Ionenkonzentration 
in unmittelbarer Nahe der sauren Gruppen tiberein. Es ware aber auch 
daran zu denken, daB durch eine bestimmte innere Struktur des Ad- 
sorbens ein Teil der Sauregruppen schwer zuganglich ist und daher nur 
langsam neutralisiert wird. Hierfiir spricht die bei allen Versuchen mit 
den Wofatiten auftretende Schwierigkeit in diesen Adsorbenzien ein 
konstantes py einzustellen. Selbst nach tagelangem Stehenlassen werden 
von dem Adsorbens immer noch H-Ionen abgegeben bzw. aufgenommen. 

Es ist ferner darauf hinzuweisen, daB es uns nicht gelungen ist, einma! mit 
starker Siiure behandelten Wofatit C wieder zur Trennung der neutralen und 
basischen Aminosiiuren zu benutzen. Durch die Siurebehandlung werden die 
Adsorptionseigenschaften des Wofatits derart verindert, da8 auch cie neutralen 
Aminosiuren zum Teil festgehalten werden. Dies ist auch durch Waschen des 
Adsorbens mit Natriumacetatlésung oder 1-n.Natronlauge und nachfol gender 
Neutralisation mit verd. Essigsiure nicht zu verhindern. Die Behandlung des 
frischen Wofatits mit Essigsiiure bewirkt — wie friihere Versuche zeigten — 
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keine Adsorption der neutralen Aminosiiuren. Dieses eigenartige Verhalten des 
Wofatits steht im Widerspruch zu den Befunden anderer Autoren und beruht 
vielleicht auf einer Sonderheit des. von uns benutzten Préiparates. 


3. Versuche mit Bleicherden 


Von Turba”™) wurden zur Trennung des Lysins und Arginins vom 
Histidin eine Bleicherde (Floridin XXF-extra) benutzt. Er fand, daB 
diese Lysin und Arginin quantitativ festhalt, hingegen das Histidin 
mit Wasser vollstandig ausgewaschen werden kann. Dieses Silikat stand 
uns leider nicht zur Verfiigung, sondern nur das sehr ahnliche Floridin 
XXF. Versuche hiermit ergaben, da zwar Lysin und Arginin sehr fest 
adsorbiert werden, aber auch leider das Histidin, so daB selbst bei sehr 
langer Elution dieses nur zu 60°(, mit Wasser ausgewaschen werden 
kann (Versuchsteil Tab. 6). 

Ks liegen also hier ahnliche Verhaltnisse vor, wie bei den Wofatiten. 
Wegen des schwachsauren Charakters des Silikates gelingt es aber in 
diesem Fall durch eine geeignete Pufferlésung, ein definiertes py ein- 
zustellen, bei dem ein Partner des Gemisches, nimlich das Histidin, 
die Gesamtladung Null hat oder sogar negativ aufgeladen ist, wahrend 
die anderen Partner noch als Kationen vorliegen. 

Zur praktischen Durchfiihrung der Histidinabtrennung anderten wir 
das von Turba!) angegebene Verfahren dahin ab, daB wir 1. mit ge- 
eigneten Pufferlésungen waihrend der Adsorption ein bestimmtes py 
einstellten und 2. statt des schlecht durchlassigen und nur in wenigen 
mm dicken Schichten verwendbaren Floridin XXF das grobk6rnige 
sandige Floridin XS benutzten, aus dem eine normale Adsorptionssaule 
mit geniigender DurchfluBgeschwindigkeit hergestellt werden kann. Die 
Trennung wird am besten bei py 8 durchgefiihrt, wobei als Puffer eine 
Phosphat- oder Boratlésung benutzt werden kann. In beiden Fallen 
wurde eine einwandfreie Abtrennung des Histidins vom 
Lysin und Arginin erzielt. 

Es wurde nun auch die Moglichkeit gepriift, Lysin und Arginin 
voneinander zu trennen, obgleich die Erfolgsaussichten hier recht gering 
sind, da die P,-Werte dieser Aminosauren verhaltnismaBbig nahe bei- 
einander liegen. 

Von Turba!!) wurde bereits eine Methode zur Trennung des Lysins 
vom Arginin beschrieben, die darin besteht, daB nach Adsorption des 
yemisches von Lysin und Arginin an Filtro)-Neutrol das Lysin mit 
primaren Kaliumphosphat ausgewaschen werden kann, hingegen das 
Arginin fest adsorbiert wird. Es ist uns nicht gelungen, diesen Versuch 
zu reproduzieren. Bei Elution mit insgesamt 400 cem primarem Phos- 
phat wurde das Lysin nur zu 60°,, ausgewaschen, hingegen bereits 9°, 
des Arginins. Um die Elutionsbedingungen zu verbessern, fiihrten wir 
eine Reihe von Versuchen bei verschiedenem py durch. Hierbei ergab 


1) F. Turba, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1829 [1941]. 
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sich der itiberraschende Befund, da8 —- im Gegensatz zu allen von uns 
bisher bei der Aminosauretrennung gemachten Erfahrungen — die 
eluierende Wirkung des sauren Phosphates sich auf Grund rein elektro- 
statischer Anschauungen nicht erklaren ]a8t. So werden z. B. in Phos- 
phatlésung bei py 6,1 Histidin und Lysin trotz ihrer verschiedenen 
Dissoziationskonstanten aus der Bleicherde XXF fast gleich schnell elu- 
iert (Tab. 7). Erst im alkalischen Gebiet bei py 8,1 ist das Verhalten 
wieder normal, indem hier das Histidin zu 100%, das Lysin dagegen 
nur in Spuren eluiert wird. 

Wir versuchten nun, die Unterschiede in der Dissoziationskonstante 
des Lysins und Arginin dadurch zu verstarken, daB wir in Formaldehyd- 
lésung arbeiteten. Es ist bekannt, daB die Guanidinogruppe des Arginins 
nicht mit Formaldehyd reagiert, hingegen wohl die «- und c-Aminogruppe 
des Lysins. In alkalischer Formaldehydlésung sollte daher nur das Arginin 
als Kation vorliegen und dieses somit selektiv an ein saures Adsorbens 
gebunden werden. Eine Reihe von Versuchen mit verschiedenen Ad- 
sorbenzien zeigte, daB in Gegenwart von Formaldehyd das Arginin in 
der Tat sehr viel fester gebunden wird als das Lysin. Jedoch war auch 
auf diese Weise keine vollstandige Trennung moéglich. Am besten be- 
wahrte sich noch eine Trennung in 20-proz. Formaldehydlésung von 
py 8 mit Floridin XS als Adsorbens. Hierbei gelingt eine vollstandige 
Elution des Lysins, jedoch werden etwa 20°% des Arginins mit ausge- 
waschen. 

Kine sichere adsorptionsanalytische Trennung des freien Arginins 
vom freien Lysin scheint nach unseren Ergebnissen nicht médglich zu 
sein. Vielleicht gelingt dies, wenn man zu geeigneten Derivaten der 
Aminosauren tibergeht. So geben z. B. Gordon u. Mitarbb.!”) an, daB 
sich das Diacetyl-lysin mit Hilfe der Verteilungschromatographie quan- 
titativ vom Diacetyl-ornithin trennen 148t. Wahrscheinlich ist auf diesem 
Wege auch eine Trennung vom Acetyl-arginin méglich. 

Zur Einzelbestimmung der basischen Aminosauren in dem von uns 
angegebenen Analysengang empfiehlt es sich vorlaufig, das Histidin nach 
dem oben beschriebenen Verfahren durch Adsorption an Floridin XS 
abzutrennen; in dem Eluat kénnte dann der Gehalt an Lysin und Ar- 
ginin aus der Differenz des Gesamtstickstoffes gegeniiber dem Amino- 
stickstoff berechnet werden. Hierbei ware eine Kontrolle durch die 
kolorimetrische Bestimmung des Arginins nach Sakaguchi méglich. 


Zusammenfassung 


1. Eine Reihe von Adsorbentien wurde auf ihre Brauchbarkeit zur 
Trennung der basischen Aminosaduren gepriift. Die Abhangigkeit der 
Adsorptionsfahigkeit von der Vorbehandlung sowie das Verhalten unter 
verschiedenen Bedingungen wird untersucht. 


122) A. H. Gordon, A. J. P. Martin u. R. L. M. Synge, Biochem. J. 3%, 
313 [1943]. 
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2. Es wird eine Methode angegeben zur sicheren quantitativen Ab- 
trennung des Histitins vom Arginin und Lysin mit Floridin XS in einer 
Pufferl6sung von py 8 

3. In Gegenwart von Formaldehyd kann das Lysin weitgehend vom 
Arginin getrennt werden. Eine quantitative Abtrennung ist jedoch nicht 
gelungen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Versuche mit Aluminiumoxyd. 

a) Versuche mit 50 g Aluminiumoxyd. 

Das zu den Versuchen benutzte kationotrope Aluminiumoxyd wurde aus 
Aluminiumoxyd anhydr. p. a. (Merck) hergestellt, indem dieses zur Entfernung 
der feinen Anteile zweimal in der doppe sIten Gewichtsmenge Wasser aufge- 
schlimmt und der triibe Uberstand verworfen wurde. 50 g des ‘Adsorbens wurden 
dann als Suspension in Adsorptionsréhrehen von 15 mm Durchmesser eingefiillt. 

Das Ergebnis der Versuche zeigt Tab. 2. Die Vers. 1 bis 3 zeigen, daB mit 
200 cem Wasser eine neutrale Aminosiiure (Serin) und das Histidin vollstindig 
ausgewaschen werden, hingegen nicht das Lysin und Arginin. Aus Vers. 4 geht 
hervor, daB trotzdem keine scharfe Trennung des Histidins vom Lysin méglich 
ist, da zwischen der Histidinfraktion und der Lysin-Arginin-Fraktion kein 
stickstoffreies Volumen auftritt. 

b) Versuche mit 100 g Aluminiumoxyd. 

Die Herstellung des Adsorbens erfolgte, wie bei den Versuchen der Tab. 1. 
Der Durchmesser des Adsorptionsrohres betrug 20 mm. 

Nach den Versuchen der Tab. 3 ist die Trennung des Histidins von Lysin 
und Arginin vollstindiger als mit 50 g Aluminiumoxyd. Vers. 1 und 3 zeigen, 
daB die in den ersten 300 ccm des Eluates enthaltene Stickstoffmenge in einer 
reinen Histidinlésung oder in Gegenwart von Lysin und Arginin genau dem 
Histidinwert entspricht, wihrend Lysin und Arginin unter den gleichen Be- 
dingungen nicht ausgewaschen werden (Versuch 2). Es kann hierauf jedoch keine 
quantitative Trennungsmethode aufgebaut werden; da nach den Vers. 4 und 5 
das Adsorptionsverhalten des Aluminiumsoxyd sehr weitgehend von der Art 
der Vorbehandlung abhingig ist. Bei Vers.4 wurde die Siule vorher mit m/100- 
NaHCO, gespiilt; hierdurch wird das py in der Siule erhéht und die Haupt- 
menge des Histidins erscheint friiher im Eluat als bei Vers. 1. 

Wird hingegen durch lingeres Spiilen mit Wasser das py in der Saule 
herabgesetzt, so erscheint das Histidin spiiter, so daB die ersten 300 ccm prak- 
tisch histidinfrei sind (Vers. 5). 

2. Versuche mit Wofatiten. 

a) Adsorptionsverhalten der Aminosdiuren an Wofatit C. 

Der Wofatit wurde nach vorherigem Trocknen bei 60° zerrieben, die feineren 
Anteile abgesiebt und diese mehrmals in Wasser suspendiert, wobei die feinsten 
Anteile durch Aufschwemmen entfernt wurden. 2 g Wofatit wurden in wiBriger 
Suspension in das Adsorptionsrohr von 10 mm @ eingefiillt. Es ergibt sich 
hierbei eine Siulenhéhe von 4 cm. Bei richtig gewihlter KorngréBe des Wofatites 
soll die Tropfgeschwindigkeit 4—5 Tropfen in der Minute betragen (nicht mehr!). 
Die Aminosiuren wurden in ungefiihr 3 com Wasser gelést und zur Adsorption 
gebracht. Dann wurde mit Wasser nachgespiilt. Vorversuche ergaben, daB die 
basischen Aminosiiuren unter diesen Bedingungen fest adsorbiert werden und 
mit Wasser nicht eluierbar sind. 

Bei der 4 cm-Siule ist es nicht méglich, die basischen Aminosauren mit 
1-n.Siure aus dem Wofatit vollstiindig herauszulésen, wie die folgenden Ver- 
suche zeigen. Die Wofatitsiule wurde wie oben hergestellt und nach Adsorption 
der basischen Aminosauren mit Saure gespiilt. Hierbei ergaben sich folgende 
Analysenwerte: 
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adsorbiert eluiert 
mg N_- mit cem n-HCl ‘ 
1. Lysin 1,500 100 1,066 70,6 
2. Lysin 1,00 300 0,702 70,2 
3. Histidin 1,31 100 1,10 84 


Das Lysin konnte auch mit n.Kalilauge nicht vollstandig eluiert werden. 
Spitere Versuche mit einer 2cm langen Siule und 2-n.Salzsdure als Spiilfliissig- 
keit zeigten, daB unter diesen Bedingungen eine quantitative Elution sowohl 
des Arginins (12 mg, 1 mg) Lysins (5 mg) und Histidins (5 mg) mit 100 ecm 
2-n.Salzsiure méglich ist. 

Das Verhalten einiger anderer Aminosiiuren zeigt Tab. 4. Als Beispiel der 
aliphatischen Aminosiuren wurde das Isoleucin gewihlt. Vers. 1 zeigt, daB dieses 
bereits mit 75 ccm Wasser vollstindig eluiert wird. Vers. 2—4 ergeben, daB 
dagegen die aromatischen Aminosaéuren mit Wasser schwer eluiert werden und 
bis zu 30% in der Fraktion der basischen Aminosiuren verbleiben kénnen. 


o/ 


mg N ys 





mg N in den Eluaten Guest & 
Li a 





Art | Menge 
der in 1. : 2. eluiert 
Aminos. | mg N 25 ecem 150 ecm in % 





Isoleucin 1014 | = 1,030 | 0,0 101,6 
Tryptophan 0,742 0,482 0,096 77,9 
Phenylalanin 0,744 0,464 | 0,034 66,9 
0,388 | 0,358 | 0,044 102,6 

{ 





Tyrosin 








I 








Tab. 4. Adsorptionsverhalten der aromatischen Aminosduren und 
des Isoleucins an Wofatit C. 


b) Versuch zur Abtrennung des Histidins von Lysin und Arginin 
nach Th. Wieland. 

Nach der von Wieland gegebenen Vorschrift wurde der gepulverte Wofatit 
C mit einem UberschuB von 2-n.Kalilauge neutralisiert. Nach dem Dekantieren 
der Lauge wurde zweimal im Wasser aufgeschlimmt. 2 g des Adsorbens wurden 
dann in eine Adsorptionsrohr von 10 mm Durchmesser eingefiillt und mit Wasser 
gewaschen, bis die abtropfende Fliissigkeit ein py von 8,1 zeigte, was etwa 
zwei Tage in Anspruch nahm. Dann wurde das Histidin in neutraler Lésung 
auf die Siule gebracht und mit Wasser nachgespiilt. 

Angewandte Histidinmenge: 2,508 mg N. Erstes Eluat {75 ccm) 0,252 mg N. 
Zweites Eluat (75 ccm) 0,236 mg N. Insgesamt eluiert 19,5%. 

Entgegen den Angaben von Wieland ist also die Elution des Histidins mit 
Wasser nur sehr unvollstindig. 

c) py-Abhiangigkeit der Adsorption des Histidins an Wofatit C. 

Die folgenden Versuche zeigen, daB die Elution des Histidins bei héherem 
py vollstandiger ist. 

Gepulvertes Wofatit C wurde wiederholt in m/15-Boratpuffer von verschie- 
denem py suspendiert und etwa 3 g des Adsorpens in das Adsorptionsrohr ein- 
gefiillt. Histidin wurde in dem gleichen Puffer gelést und dann mit Pufferlésung 
nachgespilt. {In 100 ccm jEluat fanden sich bei pq 8 43%; bei py 9,0 23%; 
und bei pq 10,0 88% des angewandten Histidins wieder. Die ungleichmiBigen 
Ergebnisse sind wohl darauf zuriickzufiihren, daB nicht geniigend lange bis zur 
endgiiltigen py-Einstellung in der Saule gewartet wurde. 
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d) pp-Abhangigkeit der Adsorption der basischen Aminosaduren 
und von Serin an Wofatit KS. 

4 g Wofatit KS wurden mit Natriumcarbonat neutralisiert, dann in m/15- 
Boratpuffer von entsprechendem pg mehrfach suspendiert, bis sich das ge- 
wiinschte py eingestellt hatte. Die Suspension wurde in das normale Adsorptions- 
réhrchen (@ 10 mm, Saulenlinge 6 cm) eingefiillt, nochmals das py des Durch- 
laufes gepriift, dann die Aminosiuren, gelést in Boratpuffer, hinzugegeben und 
mit m/15-Boratpuffer eluiert. Die Ergebnisse sind in Tab. 5 zusammengestellt. 





mg N in aufeinanderfolgenden| (,,, _N 
Amino- | Menge Eluaten dates 


siuren | in mg N iB a 3 








25 ccm | 25 ccm | 50 ccm 








8,3 | Serin 1,120 1,090 0,040 0,00 
8,3 | Histidin 1,600 0,392 0,564 0,344 
8,3 | Lysin 1,352 0,0 0,0 0,0 
9,5 | Histidin 0,800 0,594 0,080 0,072 
10,0 | Histidin 0,800 0,734 0,040 0,030 
10,0 | Lysin 1,356 0,034 0,082 0,132 
10,0 | Arginin 1,242 0,00 0,00 0,034 















































Tab. 5. pq-Abhangigkeit der Adsorption der basischen Aminosaiuren 
und von Serin an Wofatit KS. 


Vers. 1 zeigt, daB neutrale Aminosiuren vom Typ des Serins bei py 8,3 
bereits mit 50 com Wasser vollstindig eluiert werden. Das Histidin wird unter 
diesen Bedingungen nur zu 81%, das Lysin gar nicht eluiert (Vers. 2 und 3). 
Um eine vollstindige Elution des Histidins zu bewirken, mu8 das py auf 10,0 
erhoht werden (Vers. 4 u. 5). {Bei diesem pq werden jedoch schon kleine Mengen 
von Lysin und Arginin ausgewaschen (Vers. 6 u. 7). Eine sichere Abtrennung des 
Histidins von den stiirker basischen Aminosiiuren ist daher auf diesem Wege 
kaum méglich. 

3. Versuche mit Bleicherden. 


a) Versuche zur Abtrennung des Histidins von Lysin und Ar- 
ginin mit Floridin XXF. 

Die Trennungsversuche wurden zuniichst nach der von Turba!®) ge- 
gebenen Vorschrift durchgefiihrt, mit dem Unterschied, daB statt Floridin XXF 
Extra, daB Floridin XXF benutzt wurde. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von 
Tur ba gelang es uns nicht, Histidin mit Wasser vollstindig zu eluieren, weder 
fiir sich allein noch in Gegenwart von Arginin oder Lysin (Tab. 6). 

Um die Elutionsbedingung zu verbessern, wurden Versuche mit Phosphat- 
lésungen von verschiedenem py angestellt (Tab. 7). Hierbei ergab sich der iiber- 
raschende Befund, daB saures Phosphat (pq 6,5) gleichstark eluierend auf 
Histidin und Lysin wirkt. (Vers. 1 u. 2.) Im alkalischen Gebiet (Vers. 3—6) 
wurde dagegen erwartungsgemiB das Histidin als schwichere Base vollstindig 
und das Lysin nur spurenweise ausgewaschen. 

b) Abtrennung des Histidins von Lysin und Arginin mit Flori- 
din XS. 

Mit Floridin XS gelang es, eine gut durchlassige Adsorptionssiiule herzu 
stellen, mit der eine sichere Trennung des Histidins von Lysin und Arginin még- 
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lich wurde. Die Trennung mu8 bei pq 8 vorgenommen werden. Wir fiihrten 
zunichst einige Versuche mit Phosphatpuffer durch. 





Angew. Menge | Elutionsvolumen % Histidin 


speeineenneniees in mg N | ccm eluiert 
MishiGin .2..... 4,418 250 48 
Histidin . sas 2,08 200 
AVG i 2,94 — 


a renee 4,40 400 
NSWBIN. S50) sins oa 2,39 -— 























Tab. 6. Versuch zur Elution des Histidins aus Floridin XXF. 


Versuchsbedingungen: Eine Suspension von 12 g Floridin XXF wurde auf 
eine Glasfritte 17 G2 gebracht. Nach Absaugen des Wassers wurde die neutrale 
Lésung der Aminosiiuren (5 cem) zugefiigt und bei schwachem Unterdruck mit 
Wasser gespiilt. 


Aus 7 g Floridin XS wurde in dem Adsorptionsrohr von 1, cm Durchmesser 
in der iiblichen Weise eine etwa 10 cm lange Siule hergestellt. Zur Einstellung 
des gewiinschten py wurde diese dann mit 50 cem 0,02-m.Na,HPO, gespiilt. 
Die Aminosiuren wurden dann in wiBriger Losung zugefiigt und mit 0,02-m. 
Na,HPO,-Lésung eluiert. Die Versuche der Tab. 8 zeigen, daf das Histidin 
unter diesen Bedingungen vollstindig eluiert wird, wihrend Lysin und Arginin 
nicht ausgewaschen werden. 

Wegen des besseren Pufferungsvermégens nach der alkalischen Seite hin 
halten wir die Trennung in Boratpuffer fiir sicherer (Tab. 9). 

8 g Floridin XS wurden in »/15-Boratpuffer von py 8 suspendiert und in 
das normale Adsorptionsrohr eingefiillt. Die Siule wurde dann mit der gleichen 
Lésung gespilt, bis das pq des Durchlaufs konstant 8,0 betrug. Die basischen 
Aminosiuren wurden dann in 1—5 ccm m/15-Borat gelést und das Histidin 
mit 50 cem m/15-Borat eluiert. Die Sicherheit der Trennung geht aus den Werten 
der Tab. 9 hervor. Die Elution des adsorbierten Lysins erfolgte mit stark alka- 
lischer Phosphatlésung. 


ec) Versuche zur Trennung von Lysin und Arginin. 

Es gelang uns nicht, nach der von Turba gegebenen Vorschrift eine voll- 
stindige Trennung des Lysins vom Arginin zu erreichen, wie die Versuche der 
Tab. 10 zeigen. 

In Formaldehydlésung ist die Bindung des Lysins an saure Adsorbenten 
wesentlich fester als die des Arginins. Wie einige mit Wofatit KS bzw. Floridin 
XS durchgefiihrten Versuche ergeben. 

20 g Wofatit XS (mit NaHCO, neutralisiert) bzw. 20 g Floridin XS wurden 
in einer Mischung von gleichen Teilen m/15-Boratpuffer vom py 8,5 bzw. 8,0 
und 20-proz. Formaldehyd suspendiert und solange mit diesen Lésungen behan- 
delt; bis das pq konstant blieb. Die Adsorbenzien wurden dann in Adsorptions- 
rohrechen von 15 mm @ eingefiillt. Die in dem Puffergemisch gelésten Amino- 
siuren wurden darauf wie in Tab. 11 angegeben eluiert. 

Der Versuch mit Floridin XS zeigt, daB sich mit 75 com Wasser das Lysin 
vollstindig eluieren 1iBt, wihrend unter gleichen Bedingungen nur 23% des 
Arginins ausgewaschen werden. Hine quantitative Trennung scheint jedoch auf 
diesem Wege nicht méglich zu sein. 


Frl. G. Thumm danken wir fiir ihre wertvolle Mitarbeit bei diesen Ver- 
suchen. 





— 
—_ 
— 
=| 
o 
= 
=] 
3 
D 
ro) 
= 
| 
<a 
~ 
o 
bs = 
o 
2 
= 
co] 
=} 
io] 
RQ 
[=| 
° 
—_ 
» 
24 
he 
° 
2 
ne) 
<a 
nS 
= 


Bd. 282 (1947) 


‘Sunsopyeydsoyg ul [*g Hd toq GX UIploly ue UlUISay pun UIsAT UOA sUIPIysSIWE Sop FSunuuosiy “g-qvy 


il 





‘Jo yyorm “sAT 
"ISTH %00T 


‘ 
G0 


0'0 Z10°0 
00 00 
00‘0 620°0 


t¥9‘0 
0'0 
00 
F080 


9880 
028'0 


FI0'S 
988‘0 
028‘0 


ursA’] 
UIpIystH 
UlULSIy 
usr] 


uIpIysty 





v 
% Ul yretnye 


w90 CZ 
°v 


w09 GZ 


m0 GZ 
3 








“7 


G 





wl09 GZ 
cS 











UdJVNIY Wopusspojiopuvuroyne ur N su 


N Sul 
Ul esUdTT 





UdINESOUIuULy 














*gqoviqos uoydiospy inz Sunsojiojyng ‘idsyuo Jop UI UepINA UoINYsOUIWIY sIq *979eY 4I[[oyseBuIo Hd sep yorts stq ‘yjndseB 
Jozyndyeydsoyg ‘1dsqyue Wop 4Iu pun 4yoeVIqes ¢ 4) [TT 0991IJse[ OIP Jue UOpPANM FXYX UIpwop,y 3 F :uosunSurpoqsyonsis A 


‘Hd mouopotyosi9A UOA usozyndyeydsoyg IW FXX Ulplo,gq snev suisA]T pun surpiysty sap uorynypy *y ‘qey, 











Lg 


2200 


0+0‘0 


OKs 


8T0°0 

Ors't 
020°0 
8zE's 


800 


FTE‘0 





€90'T 


889°F 
€o0'T 
660°E 
€o0°T 


889'F 


utsA'] 


UIPISTH 
utsAT 
UIptystH, 
uIsA'T 


UIpustH 


yeydsoyd 
“Ut-Z0'0 


yeydsoyd 
“U-TOO 


9 





UIPIStH 
18) 


/O 


wd QC 
*$ 


W909 CZ uldd CZ 
2 | 





4aomnya 





uayen{y Uep Ul Su 





N su. Ur 
asuey 





udINEsOUNUy 





jet 
-suongniy 




















‘SX UIplIo[ qT pun Gy 7IVBVjJOM UV ZunsQ[pAYopl[VeMIOg ut ululsziy pun utsk] uO 
| 

8% 260°0 Z0T‘o ¥28'0 UIULsIy i ica! 
890‘0 968'T 026'T | uIsA’] 


A uo1ydiospy ‘IL ‘qe, 





SX UIpHoly 


Bd. 282 (1947) 


vrE‘0 F6T‘O cert UIULSIV 


gs 
Z0T‘O 9TTT 29e'T utsAry 


SM WejOM 





oO woo CZ woo OC 
/0 ; A 3 0c 
6 t Sut Suey ; jaqqtut Z 
ain qaomnja N sul aiieitlinas biasitiaine “SUOTIN]T] sueqiospy 
a n t ao 





























‘yindseS 'Og°HM-9/m glu uUep pun 4JoIqiospe Bunso'y 1FIGEM UL UspNA UoINYSOUIMY I(T “yYoviqosjne 
ZH) LI 9}}14ysBH) OIP Juv UssNVYG JoyUN UspmMA “Og*HY-9/w Ul yrorpuedsns ‘joryneN-[ouq] Iq 3 EZ :uesuNSuIpeqsyonsi9 A 
‘JOIFNON -[OIZ[I UB UlUIZIVY pun utsk] UOA UOI4dIOsSpy ‘OT ‘quy, 





PET O 00 OZFT UlUIsIV 
8zt‘o 962'0 F90°0 929° | uIsAT 








% Wome N-'sex) € Ki a 





N Su ul osuaw WaINRsOUlWy 








UdJVN]|Y Uopues[o}Iapueurojne ul N Su 











‘SuNsSO[yBIOg Ul GX UIpO[y yw UIsATT UOA SUIPIYSIWE sop Sunuuaiy *6 “Gel 
N-sA7T % zor | 
= 6920 





N-“3S1H_ %8'86 9F2'0 us] 
= 8gPT FIST UIpyysty 
00 00 00 9FL‘0 utsA’] 


000 ¥8<'0 000% uIpIysty] 





(ren) wo0 0¢ wood CZ w00 CZ 
yeydsoyg-Or/ wm bs ; + N Sur ur osuayy | UdINRsOUIUy 
T BORO te sae UIJVNIY Uspuas[oplopuvutloyne ur NW su 


© 
RQ 
> 
— 
3 
| 
3 
nN 
i 
S 
= 
> 
D 
uo) 
< 
A 
4 
=r) 
— 
mM 
° 
at 
=| 
te 
Oy 
3 
=| 
| 
Es 
_ 
a 
° 
RM 
N 





























X UIPHoT, pun gy 4198jOM Ue ZunsolpAYyopleMsog ut uluiZiy pun utsAy uOA UOlydiOSpy ‘TT ‘qvy, 





